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          Endometrial carcinoma (EC) is one of the most frequent gynecological cancers in women. 
Although the molecular pathogenesis of the disease remains poorly understood. Different models suggest 
that the transition from normal endometrium to carcinoma is due to accumulation of alterations in many 
genes, defects in DNA repair system and epigenetic processes. Some of the most frequently mutated 
genes in EC are PTEN, PIK3CA, KRAS and BRAF, β-catenin, p53, p16 and E-Cadherin; all of which 
affect different signaling transduction pathways related to cell growth, differentiation, apoptosis, cell 
cycle progression, cell adhesion, etc. We analyzed these genes by PCR, conformation sensitive gel 
electrophoresis (CSGE) and automatic sequencing of the full coding region and the exon-intron 
boundaries in DNA obtained from 42 tumors of EC patients and in peripheral blood of 11 patients.  
 
           We identified mutations in PTEN in 57,1% of the cases, PIK3CA in 19%, KRAS in 14,3%, 
CTNNB1 in 19%, p53 in 23,8%, CDH1 in 4,8% and p16 in 2,4%. We also analysed the nature of certain 
mutations of PTEN, PIK3CA and p53 by cloning, endonuclease digestion, real time quantitative 
comparative PCR and Western blot in order to test allelic pertenence of mutations, LOH and protein 
expression.  
 
           DNA mismatch repair system (MMR) defects results in an accumulation of mutations throughout 
the genome that can both alter normal function of proteins and trigger tumorigenesis in tissues. In order to 
examine the MMR system in EC, we evaluated microsatellite instability (MSI) of the tumors with 8 
marker sequences (BAT25, BAT26, BAT40, MYCL1, PAX6, D2S123, D5S246 and D17S250). We also 
tested the MMR system by analyzing hMLH1 and hMSH2 genes, searching for genetic mutations and 
gross alterations in the sequence, and studying the methylation pattern of the promoter region of hMLH1. 
The methods used in these experiments, were PCR, CSGE, automatic sequencing, MS-MLPA, MLPA 
and real time quantitative comparative PCR.  
 
           Microsatellite instability was evident in 63,6% of the cases, mutations in hMLH1 gene in 4,8%, 
mutations in hMSH2 gene in 2,4% and gross alterations in both genes (one amplification and one deletion 
of the entire hMLH1 gene and one amplification and one three-exon amplification in hMSH2 gene) in 
9,5% of the cases. The hMLH1 gene promoter was methylated in 38,1% of cases, hMSH2 in 21,4% of 
cases and hMSH6 in 26,2% of cases.   
 
           Finally, we studied histone deacetylases that are involved in post-transcriptional modification of 
nucleosomal histones and influence gene transcription regulation and protein expression. The expression 
of class I of HDAC (HDAC1, HDAC2 and HDAC3 proteins) is heterogeneous in EC. In order to find 
alterations in the histone deacetylase system in EC, we analyzed the truncating mutations in exon 1 of 
HDAC2 gene and the expression of HDAC1, HDAC2 and HDAC3 proteins by Western blot.         
    
           Truncating mutations in exon 1 of HDAC2 gene were identified in 14,3% of the cases. The 
expression patterns of HDAC showed normal or high expression of three proteins in 60,5% of the cases, 
no expression of HDAC1 and HDAC3 in 13,2%, no expression of HDAC2 and HDAC3 in 7,9%, no 
expression of HDAC1 and HDAC2 in 5,2%, no expression of HDAC1 in 2,6% and no expression of the 
three proteins in 7,9%. 
 
           These results confirm the possibility of discrimination of EC by their genetic profile. We have also 
characterized novel mutations in PTEN and PIK3CA genes, rejecting the existence of recurrent 
mutations. The presence of mutations in both genes in the same tumors and a truncating mutation in 
PIK3CA that losses protein function suggest that these genes may act by different pathways in tumoral 
development. 
 
           Finally, genetic alterations of DNA repair genes are associated with EC. We have observed that 
PTEN mutations are related to promoter hypermethylation of DNA repair genes and not to MSI.   
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                                                                                                                                               Introducción  
           
1 
 
          El útero es el lugar donde se produce la gestación durante el embarazo y por ello está sujeto a gran 
cantidad de cambios hormonales y modificaciones estructurales que varían cíclicamente. Este órgano se 
divide en tres partes: fondo, que es el extremo superior redondeado desde el cual se extienden las trompas 
de Falopio; cuerpo que es la región expandida donde ocurre la implantación del embrión; y cuello que es 
la porción cilíndrica inferior donde se encuentra la abertura (figura 1). Dentro de esta organización, el 
cuerpo es la región que presenta mayor complejidad estructural; está constituida por tres capas: una capa 
mucosa o endometrio, colocada en la parte más interna del útero, una capa muscular y una capa serosa 
externa. De todas estas capas, es en el endometrio en la que  se desarrollan la mayoría de los tumores del 
tracto genital femenino. La patogénesis molecular del carcinoma endometrial todavía no está 
completamente comprendida debido a la gran variedad de tipos histológicos y a los múltiples y 











Figura 1, Cortes transversal y longitudinal del aparto reproductor femenino donde se observa la anatomía del útero. 
 
 
EPIDEMIOLOGÍA DEL CARCINOMA ENDOMETRIAL       
 
           El carcinoma endometrial se encuentra entre los tres cánceres más comunes en mujeres en la 
mayoría de los países industrializados, con una incidencia de aparición de 15 a 20 casos por cada 100.000 
mujeres al año1. El pico de incidencia de la enfermedad se encuentra en mujeres entre 50 y 70 años, 
diagnosticándose el 75% de los casos en mujeres post-menopáusicas. Otra de las características 
epidemiológicas de este tipo de tumores es su buen pronóstico ya que se diagnostica generalmente en 
etapas precoces (80% en estadio I). En estadios más avanzados de la enfermedad las posibilidades de 
supervivencia empeoran progresivamente, siendo responsable del 3% de las muertes por cáncer en el 
mundo. El 95% de todos los casos son esporádicos, mientras que el 5% de las pacientes diagnosticadas de 
esta enfermedad a edad temprana tiene una historia familiar de cáncer, es decir, son de origen 
hereditario2.  
CLASIFICACIÓN CLINICOPATOLÓGICA Y MOLECULAR 
DEL CARCINOMA ENDOMETRIAL 
 
           El carcinoma endometrial de origen esporádico se ha clasificado en dos grupos en base a sus 
características clínico-patológicas3 (tabla 1). Los tumores de tipo I o endometrioides, que constituyen la 
mayoría de los casos de carcinoma endometrial esporádico (aproximadamente el 80%), son de grado bajo, 
dependientes de estrógeno y suelen tener buen pronóstico. Generalmente se desarrollan en mujeres pre y 
post-menopáusicas y coexisten o son precedidos por hiperplasias complejas  atípicas o hiperplasias 
endometriales. La aparición de estos carcinomas se asocia con obesidad, hiperlipemia, anovulación, 
infertilidad y menopausia tardía. Por el contrario, los tumores de tipo II son carcinomas no 
endometrioides, principalmente papilares, serosos y carcinomas de células claras, que aparecen 
mayoritariamente en mujeres de edad avanzada. Estos últimos son tumores agresivos y no relacionados 
con estimulación estrogénica, en los que aparecen ocasionalmente pólipos endoteliales o atrofia 
endometrial como lesiones precancerosas. Los tumores de tipo I están asociados con inestabilidad de 
microsatélites (MSI) y alteraciones en la maquinaria de emparejamientos erróneos de DNA (MMR)4,5,6, 
así como con mutaciones en los genes PTEN7,8,9,, KRAS10,11,12,13, y β-catenina14,15,16. Los tumores de tipo 




II  presentan mutaciones en p5312,17,18, pérdidas de heterocigosidad (LOH) en varios cromosomas19  y 
otras alteraciones moleculares en p1620, E-Cadherina21,22  y HER2/neu23. El desarrollo de los tumores 
endometriales se han explicado con modelos de progresión tumoral, postulados primeramente para el 
cáncer colorrectal por Volgestein (1988)23, en los que el tejido endometrial sano se transforma en 
carcinoma endometrial debido a acumulación de alteraciones moleculares. Esta hipótesis se sustenta en 
varias características de los carcinomas endometriales, como son:  
 
 Varias de las alteraciones genéticas que aparecen en los tumores endometriales se encuentran 
también en las hiperplasias atípicas, que son las lesiones precursoras inmediatas. 
 Se encuentran un mayor número de alteraciones genéticas en los tumores bien diferenciados en 
comparación con las lesiones precursoras inmediatas de los carcinomas endometriales. 
 El número de alteraciones genéticas aumenta con el aumento del grado histológico del tumor. 
 En los tumores se encuentran un número cada vez mayor de aberraciones cromosómicas en 






Tabla 1, Clasificación del carcinoma endometrial en base a sus características clínico-patológicas y moleculares. 
 
Parámetros TIPO I TIPO II 
Incidencia 80% <= 20% 
Edad Pre-postmenopausicas >60 años 
Histología Endometroide Serosas, claras, no endometrioide 
Diferenciación celular Bajo grado Alto grado 
Lesión precursora Hiperplásica Atrófica 
Estimulación estrogénica Relacionado No relacionado 
Comportamiento clínico No agresiva Agresiva 
Alteraciones genéticas MSI, PTEN, KRAS, β-catenina p53, LOH, p16, E-Cadheria, HER2/neu 
 
 
           Por otro lado, una pequeña minoría de carcinomas endometriales no muestra una separación 
tan clara para las características clínico-patológiacas y moleculares lo que parece indicar que ciertos 
tumores de tipo II podrían originarse a partir de tumores endometrioides (tipo I) preexistentes y por 
tanto, compartir características de ambas clases24.  
 
 
CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA DEL CARCINOMA 
ENDOMETRIAL 
 
           La clasificación y el estadiaje de los carcinomas endometriales se realiza mediante los criterios y 
recomendaciones establecidos por la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia (FIGO) y los 
criterios de la Organización Mundial de la Salud (OMS) en 200025 (tabla 2).  
 
           Estos organismos establecen una clasificación en base al grado de diferenciación tumoral, siendo:   
 
Grado 1: cuando el 5% o menos de las células tienen un crecimiento sólido no escamoso.  
Grado 2: cuando entre el 6 al 50% de las células tienen un crecimiento sólido no escamoso.  









Tabla 2, Clasificación de los carcinomas de endometrio por la OMS. 
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                                               Carcinoma endometrioide 
                                                  Variante con diferenciación escamosa 
                                                  Variante papilar o villoglandular 
                                                  Variante secretora 
                                                  Variante ciliada 
                                              Carcinoma mucinoso 
                                                  Adenocarcinoma microglandular 
                                              Carcinoma seroso 
                                              Carcinoma de células claras 
                                              Adenocarcinoma mixto 
                                              Carcinoma de células escamosas 
                                              Carcinoma de células transicionales 
                                              Carcinoma de células pequeñas 
                                              Carcinoma no diferenciado 
                                              Sarcoma 
                                                  Carcinosarcoma  
                                                  Leiomiosarcoma 
                                                  Sarcoma del estroma  
                                                           
                                                           
     
           Aunque los tumores no endometrioides son de alto grado por definición y no necesitan ser 
clasificados, el grado como parámetro diagnóstico cobra especial importancia en los tumores 
endometrioides ya que su clasificación varía desde diferenciados a casi no diferenciados26.   
 
           El carcinoma endometrioide es un tumor por lo general de tipo I. Representa el 90% de todos los 
tumores epiteliales de endometrio y el 80% de todos los uterinos. Las glándulas forman ramas en  las que 
casi no interviene el estroma. Los distintos grados vienen determinados por la proporción de lesiones que 





Figura 2, Carcinoma endometrial endometrioide, tinción hematoxilina-eosina. 
 
 
           La variante con diferenciación escamosa muestra áreas con discreta diferenciación o epitelio 
escamoso en el 25 a 50% de los casos. Este evento resulta atípico y no parece tener importancia en el 
comportamiento del tumor, aunque podría indicar un mejor pronóstico27. 
 
           La variante papilar o villoglandular tiene por lo general características bien diferenciadas en el 
epitelio endometrial de los fondos papilares. Estos tumores no son peores que los de grado 2 y muestran 
un comportamiento similar a los carcinomas endometrioides28. 
 
           La variante secretora tiene una diferenciación celular de moderada a buena y se asemeja a etapas 
tempranas o medias de la fase secretora del ciclo menstrual. Sus células manifiestan prominentes vacuolas 
supra y subnucleares que contienen glucógeno29,30 y  núcleos pequeños e hipercromáticos, característica 
por la que se diferencia del carcinoma de células claras. 
 




           La variante ciliada es aquella en la que la mayoría de sus células son ciliadas, dando la apariencia 
del epitelio de las trompas de Falopio. Las diferencias citológicas atípicas ayudan a distinguir estas 
lesiones del epitelio ciliado normal31. 
 
           El carcinoma mucinoso representa un 1% de todos los tumores uterinos y se localiza en la 
endocervix. Es un tumor raro, de bajo grado cuyas células muestran mucina intracitoplasmática; además 
de tener buen pronóstico32,33. La diferenciación de este tumor con la metaplasia mucinosa de endometrio 
suele representar mayor dificultad en el diagnóstico. Este tipo de tumor exhibe proliferación atípica de 
epitelio con estratificación nuclear, pérdida de polaridad celular, mitosis atípicas, arquitectura anormal de 
las glándulas con prolongaciones, brotes glandulares, etc28. Por el contrario, la metaplasia mucinosa de 
endometrio no presenta anormalidades en los núcleos o la arquitectura celular. 
 
           El adenocarcinoma microglandular de endometrio presenta una morfología característica en 
láminas de células o pequeñas glándulas fuertemente empaquetadas, a menudo con pequeñas 
intervenciones del estroma. El tejido se encuentra de forma frecuente plagado de células polimórficas 
dándole un aspecto de hiperplasia microglandular de la cérvix. Generalmente carece de vacuolas 
subnucleares y puede presentar metaplasia escamosa y estromal de células espumosas. El núcleo no es 
muy prominente a pesar de que se vean múltiples mitosis33. 
 
           El carcinoma seroso representa un 10% de los tumores uterinos. Es una variante muy agresiva en 
la que la morfología epitelial se asemeja al carcinoma seroso de ovario y el pronóstico es probablemente 
peor que en el carcinoma de células claras. Este tipo de tumor tiene tendencia a extenderse ampliamente 
en espacios vasculares a través del parénquima del útero y el miometrio34. Suelen ser normales las 
colonizaciones del abdomen28 aunque no depende de la profundidad de la invasión miometrial. Debido a 
este poder invasivo, suelen registrarse casos de metástasis34. Se compone de células redondas o de tipo 
“hobnail” que cubren los núcleos papilares del estroma y que muestran prolongaciones simples o 
complejas. Los núcleos tienen ocasionales formas multinucleares, muchos de ellos bizarros y pocas 
mitosis atípicas (figura 3). Todo esto es considerado de alto grado. Presentan frecuentes cuerpos 
psamamomatosos que a veces no están asociados con células tumorales cuando aparecen 
calcificaciones35. Los carcinomas endometriales secretores de bajo grado sueles tener ciertas semejanzas a 
nivel superficial con los carcinomas serosos, pero presentan núcleos pequeños e hipercromáticos, que 






Figura 3, Carcinoma endometrial seroso, tinción hematoxilina-eosina. 
 
 
           El carcinoma de células claras representa un 4% del total de los tumores uterinos y es un tipo de 
tumor de alto grado con peor pronóstico que el carcinoma endometrioide36. Hay evidencias de que este 
tipo de tumores en fases tempranas de desarrollo son menos agresivos que los carcinomas serosos en el 
mismo nivel de desarrollo37. El tumor está compuesto de células claras con glucógeno o también células 
en forma de “hornails” creciendo en láminas, acinos lineares, cistos o papilas30.  No presenta una 
localización concreta (figura 4). 
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Figura 4, Carcinoma endometrial de células claras, tinción hematoxilina-eosina. 
 
 
           El carcinoma mixto es una mezcla de carcinoma de bajo y alto grado, con diferenciación 
endometrioide y no endometrioide. Representan un 10% del total de tumores endometriales y el 25% de 
los de tipo II. Tiene mal pronóstico28. 
 
           El carcinoma escamoso es un tumor raro de bajo grado, que se presenta con secreciones y 
sangrados. Se localiza en la ectocervix o la vagina y el diagnóstico suele ser difícil por biopsia  ya que se 
puede confundir con epitelio ectocervical normal38. 
 
           El carcinoma transicional es otro tipo raro de carcinoma endometrial que se asemeja a células 
transicionales de carcinoma de bazo28.  
 
           El carcinoma de células pequeñas es un tipo de tumor agresivo que reacciona a los marcadores 
neuroendocrinos comunes39 y muestra gránulos densos típicos por microscopía electrónica. 
Histológicamente es muy similar al carcinoma de células pequeñas de otros tractos de órganos femeninos, 
con núcleos hipercromáticos pequeños, un ratio núcleo/citoplasma alto y patrones de cromatina nuclear 
distintivas28. Los componentes del carcinoma de células pequeñas se pueden confundir con otra variante 
del carcinoma endometroide llevando a una posible confusión con los carcinosarcomas40. 
 
           Los sarcomas de endometrio representan del 2 al 5 % de los tumores uterinos y sus variantes más 
frecuentes son carcinosarcoma, leiomiosarcoma y sarcoma del estroma. La variante carcinosarcoma 
constituye el 50% de este tipo. También se les llama tumores mulerianos mixtos, están formados por una 
mezcla de epitelio maligno generalmente adenocarcinoma endometrioide con una componente estromal. 
Los elementos epiteliales y estromales están predominantemente separados. Muchos de ellos muestran un 
alto grado de estroma, aunque un 16% tiene como característica bajo grado40. La variante leiomiosarcoma 
representa el 30% de los sarcomas y se componen de grandes regiones de músculo liso que generalmente 
no tienen bordes bien diferenciados y cuyas células tienen abundantes mitosis atípicas. Por último, los 
sarcomas del estroma, constituye un 15% de los sarcomas. Se caracterizan por su semejanza al estroma 
endometrial con células hipercromáticas pequeñas, redondas o alargadas y que presenta frecuentemente 
varios grados de atipia y gran actividad mitótica28.  
 
 
DESARROLLO DE LOS CARCINOMAS ENDOMETRIALES 
 
       El carcinoma de endometrio se origina en el revestimiento epitelial de la cavidad uterina. El tumor 
crece infiltrándose localmente en la pared del útero y afectando progresivamente a las capas musculares y 
a la serosa. La capacidad de infiltración está relacionada con el grado de diferenciación tumoral. En 
tumores bien diferenciados, el crecimiento se suele limitar a la superficie endometrial, mientras que en los 
poco diferenciados la invasión es mayor llegando hasta el miometrio. A partir de ahí, la invasión continua 
al cérvix, vagina, vejiga y recto. La infiltración de la pared uterina se relaciona con la probabilidad de 
afectación ganglionar y, por consiguiente, de metástasis28.         
      
           Los carcinomas endometriales son consecuencia de la acumulación de alteraciones moleculares, 
genéticas y epigenéticas, que aparecen en diferentes regiones del genoma. Éstas incluyen tanto a proto-
oncogenes, como a genes supresores de tumores y genes relacionados con procesos de reparación de 




DNA. El efecto acumulativo de estas alteraciones en el carcinoma endometrial de tipo I produce la 
transición de células endometriales normales a hiperplasia endometrial atípica  y posteriormente a 
carcinoma8,41. Sin embargo, el carcinoma de tipo II puede ir precedido de lesiones premalignas de gran 
utilidad clínica. Estas lesiones llamadas neoplasias intraepiteliares de endometrio (EIN), pueden ser 
reconocidas por tinciones de secciones de tejido y sometidas a estudios morfométricos. 
Aproximadamente, de un 5 a un 8% de estas lesiones premalignas progresan a carcinoma, por lo que es 
importante su detección. A día de hoy la clasificación de las lesiones EIN consiste en la determinación de 
parámetros moleculares, histomorfométricos y clínicos42.  
 
           Los parámetros anatomopatológicos empleados en el diagnóstico de carcinoma de endometrio en 
la actualidad se dividen en uterinos y extrauterinos. Los parámetros uterinos son: tipo histológico, grado 
histológico, grado de invasión del miometrio, presencia de invasión vascular, presencia de hiperplasia 
endometrial atípica, relación cervical con el carcinoma, ploidía del DNA, fracción celular en fase de 
síntesis del ciclo celular y estado de los receptores hormonales. Por el contrario los factores extrauterinos 
incluyen citología peritoneal positiva, relación con las glándulas adrenales, metástasis en nodos linfáticos 
pélvicos y para-aórticos, y metástasis peritoneal24,42. 
 
 
FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL CARCINOMA 
ENDOMETRIAL 
 
            En el desarrollo del carcinoma endometrioide juega un papel fundamental la exposición hormonal, 
bien sea endógena o exógena, ya que estas moléculas promueven la proliferación celular e inhiben la 
apoptosis. Este tipo de tumores muestra sobreexpresión de los receptores de estrógenos (ER) y 
progesterona (PR)43. Por el contrario, en los tumores no endometrioides, no ha habido una identificación 
de factores hormonales hasta el momento, siendo la expresión de receptores hormonales débil o 
negativa44.  
 
           Otros de los factores de riesgo conocidos que se asocian con esta enfermedad son la obesidad, la 
hipertensión, la diabetes mellitus, la nuliparidad, la menarquía temprana y la menopausia tardía; muchos 
de ellos relacionados con los estilos de vida de las pacientes y con las características de su vida fértil2.  
 
  
CARCINOMA ENDOMETRIAL NO ESPORÁDICO        
 
           Los procesos tumorigénicos de los carcinomas endometriales hereditarios son diferentes a los de 
los carcinomas esporádicos. La mayoría de los casos de cáncer de endometrio hereditario se asocian con 
Síndrome de Lynch o cáncer hereditario colorrectal no polipósico (HNPCC)45. Este síndrome autosómico 
dominante predispone a los afectados a padecer varios tipos de tumores como son cáncer colorrectal, 
carcinoma endometrial, cáncer de ovario, etc. Generalmente, el síndrome de Lynch se manifiesta de 
forma predominante como cáncer colorrectal; no obstante, en mujeres la incidencia de carcinoma 
endometrial se equipara con la aparición de cáncer de colon o incluso la supera46. El síndrome se 
caracteriza por la presencia de mutaciones germinales en genes relacionados con la reparación de DNA 
como son hMLH1, hMSH2, hMSH6 y hPMS2; todos pertenecientes a la maquinaria de corrección de 
emparejamientos erróneos o MMR. De estos genes, hMLH1 y hMSH2 son los responsables de hasta un 
90% de las alteraciones aparecidas en cáncer de colon relacionadas con este síndrome, mientras que los 
que presentan mayor probabilidad de contener mutaciones en carcinoma endometrial no esporádico son 
los genes hMSH2 y hMSH6, y particularmente este último cuando las pacientes presentan edades 
avanzadas47.  
 
           Todas estas alteraciones producen deficiencias en la reparación del DNA, haciendo que proliferen 
los fallos de secuencia en otras regiones del genoma y aparezcan, entre otras, secuencias microsatélites 
con expansiones o acortamientos. Este fenómeno llamado inestabilidad de microsatélites o MSI también 
constituye una herramienta de  diagnóstico para determinar deficiencias en el sistema MMR48. 
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           El gen supresor de tumores PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10), 
también llamado MMAC1 o TEP1, fue clonado en 1997 y localizado en el cromosoma 10q23, región 
donde se encontraban deleciones somáticas en multitud de tumores49,50. 
 
           Este gen está formado por 9 exones codificantes y produce una proteína de 403 aminoácidos con 
una masa molecular de 47 KDa aproximadamente51. La secuencia de aminoácidos del gen PTEN revela 
que su estructura corresponde a una fosfatasa, enzima que facilita la eliminación de los grupos fosfato de 
otras macromoléculas, y pertenece a las proteínas de la superfamilia de fosfatasas de tirosina. Además, 
también contiene una secuencia que codifica un dominio catalítico con cierta homología a proteínas del 
citoesqueleto, lo que sugiere que PTEN podría regular procesos como la invasión tumoral y metástasis, 
aunque este supuesto todavía no se ha aclarado52.  
 
           La proteína PTEN está formada por cinco dominios: el extremo amino terminal donde se encuentra 
el dominio catalítico fosfatasa; una parte central donde se encuentra el dominio C2, que es la zona a 
través de la que establece uniones con otras proteínas y lípidos, entre ellos los lípidos de membrana52,53; 
secuencias PEST, que son regiones ricas en aminoácidos prolina, glutamato, aspartato, serina y treonina 
que juegan un papel destacado en el reconocimiento del proteosoma y la degradación de la proteína54. Los 
últimos 50 aminoácidos del extremo carboxilo terminal de la proteína contienen un dominio de unión 
PDZ, motivo que le permite unirse a proteínas de andamiaje con otros dominios PDZ55,56, y sitios de 
fosforilación para CK2 (caseína kinasa 2) que le permiten regular su función57 . La estructura 
cristalográfica de PTEN muestra su centro catalítico más ancho y profundo que el del resto de las 
fosfatasas de la misma familia54. 
 
           La función de PTEN es, como ya se ha apuntado anteriormente, actuar como una fosfatasa50,52. 
Aunque esta actividad comprende la posibilidad de defosfatar tirosinas, también tiene la capacidad de 
actuar sobre serinas y treoninas aunque esta actividad es minoritaria58. PTEN está considerado gen 
supresor de tumores, dedicando la actividad fosfatasa de la proteína que codifica, a la eliminación de 
fosfatos de compuestos formados en la membrana plasmática como son el fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3) y el fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2). Estos compuestos son dos segundos 
mensajeros formados a partir de señales extracelulares como es la activación de receptores de membrana, 
que posteriormente son fosforilados por acción de la proteína fosfatidilinositol-3-fosfato kinasa (PI3K). 
Los compuestos formados transducen una señal en las células a través de la ruta de activación de la 
proteína Akt, también conocida como PKB (proteína kinasa B), una serina-treonina kinasa. Cuando estos 
compuestos pierden su fosfato en la posición D3 por la acción fosfatasa de PTEN, inactivan la señal 
iniciada, creándose así un mecanismo “on/off” para las señales generadas51,59 (figura 5). El papel de 
PTEN como interruptor “off” de la señal producida por PI3K es una de las claves para atribuirle la 
función como gen supresor de tumores. 
 
 







Figura 5, Actividad “on/off” del sistema PTEN/PI3K donde se fosforilan y defosforilan 2º mensajeros generados en la  
membrana plasmática como PIP2. 
 
 
           La cascada intracelular en la que actúan tanto PTEN como PI3K para la activación/desactivación 
de la proteína Akt, contiene multitud de consecuencias para la célula, entre las que se encuentran: 
regulación del ciclo celular y supervivencia, adhesión y motilidad celular, angiogénesis, homeostasis de la 
glucosa, crecimiento celular y apoptosis, entre otras muchas9,50,51. 
           Además de su actuación en la ruta de Akt, PTEN tiene otros efectores pertenecientes a otras rutas 
de señalización diferentes, entre los que se encuentran GTPasas de la familia de Rho que participan en 
procesos tales como motilidad celular, alteración de la membrana y diseminación celular. Todos estos 
procesos están relacionados con la capacidad tumorigénica de la célula en procesos invasivos9.  
 
           PTEN se encuentra mayoritariamente en el citoplasma, aunque se ha descrito también una 
localización nuclear. Esta localización coincide con la función que desempeña, interaccionando con las 
membranas para acceder a sus sustratos lipídicos. En este sentido, hay datos que sugieren que tanto el 
dominio fosfatasa como el C2, se encuentran relacionados con uniones electrostáticas entre PTEN y las 
membranas para un mayor aumento de la eficacia catalítica60,61. Por otro lado, la mayoría de las moléculas 
de PTEN son fosforiladas en sus extremos carboxilo terminales, lo que parece mantener a la proteína en 
una conformación tal que bloquea su asociación a la membrana, sugiriendo que en este nivel existe un 
importante mecanismo de regulación de la actividad biológica de la proteína56,57. Este mecanismo no es el 
único que regula la actividad de PTEN, sino que hay descritos otros muchos que operan a nivel 
transcripcional y por oxidación61. 
 
           Las alteraciones germinales en el gen PTEN se han relacionado con varios síndromes hereditarios, 
como el síndrome de Cowden. La relación de PTEN con este síndrome se conoce desde 1996 cuando se 
determinó que el locus para esta enfermedad se encontraba en la región 10q23, es decir, la que contenía el 
gen62. Esta enfermedad presenta mutaciones en PTEN en un 80% de los casos y se caracteriza por el 
desarrollo de harmamomatomas en folículos pilosos, membranas microcutaneas, alteraciones en pecho, 
tiroides y tejido intestinal, además confiere riesgo de aparición de tumores de endometrio y tracto 
genitourinario62. Mutaciones en PTEN también se han relacionado con el síndrome de Bannayan-Riley-
Ruvalcaba, donde aparece mutado en un 60% de los casos y se caracteriza por macrocefalia, lipomatosis, 
hemangiomatosis y pene moteado. Los afectados, además,  tiene alto riesgo de desarrollar cáncer de 
mama y tiroides63. También se ha encontrado en otros síndromes mucho menos frecuentes relacionados 
con Cowden como el síndrome de Proteus y de Bannayan-Zonana64. Es por esta variedad de síndromes 
relacionados con un mismo gen por lo que se propone clasificarlos dentro del síndrome llamado “PTEN 
Hamartoma Tumor” (PHTS) independientemente de la clínica de cada uno de ellos64.  
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          Las alteraciones somáticas en el gen PTEN son un evento frecuente en los glioblastomas de alto 
grado65, cánceres de próstata66 y endometrio67,68. La inactivación bialélica del gen ocurre en el 30-40% de 
los glioblastomas multiformes y, en menor término, en astrocitomas anaplásicos69. Aún así, es raro que se 
encuentren en gliomas de bajo grado y tumores neuronales70.  
           Las deleciones heterocigotas en la región 10q23 son un evento frecuente en tumores metastásicos 
de próstata, en los que la pérdida de heterocigosidad (LOH) se encuentra entre un 20 al 60% de los 
casos66. Además, la pérdida de la proteína PTEN ocurre en un 20% de los tumores primarios de próstata y 
esta pérdida tiene una estrecha correlación con los tumores avanzados71.  
 
           En los tumores endometriales, las mutaciones en PTEN parecen ser la casusa del desarrollo 
tumoral en hasta un 80% de los casos de tipo endometrioide, siendo PTEN el gen más comúnmente 
mutado en este tipo de tumores67,68,72 . Las mutaciones encontradas en el gen PTEN comprenden 
alteraciones de tipo “missense”, mutaciones sin sentido “nonsense”, deleciones e inserciones que alteran 
la fase de lectura o “frameshift”, mutaciones silenciosas, y mutaciones que alteran el proceso de 
“splicing”. La frecuencia de las mutaciones tipo “missense” en PTEN es más elevada que en otros genes 
supresores de tumores a excepción del gen p537. Aunque las mutaciones truncantes y las “missenses” han 
sido encontradas en los nueve exones de PTEN, sólo las mutaciones de tipo “missesnse” tienden a 
agruparse en la región del dominio catalítico fosfatasa. Las mutaciones localizadas en esta región, pueden 
disminuir la actividad inositolfosfatasa de PTEN73, y las mutaciones localizadas fuera de los exones 5, 6 y 
7, es decir, fuera de los dominios implicados en la actividad fosfatasas y de unión a proteínas y lípidos, se 
asocian con una mayor supervivencia a las pacientes74.  
 
           La hipermetilación de islas CpG de los promotores de los genes supresores de tumores es una 
característica muy observada en muchos de los tumores de origen esporádico y parece ser un mecanismo 
epigenético de silenciamiento génico alternativo a mutaciones y deleciones que pudieran tener estos 
genes75. PTEN es un gen que muestra este tipo de alteración tumores de próstata71, melanoma76 y 
endometrio77. En este último, hay controversia sobre cómo afecta este proceso al desarrollo tumoral, ya 
que por una parte se ha asociado con carcinoma endometrial en etapas avanzadas y con la aparición de 
metástasis78, constituyendo el “second-hit” para el desarrollo del carcinoma endometrial; mientras que, 
también se ha descrito como una alteración temprana en el desarrollo de los carcinomas endometriales79. 
Aun así, los tumores que presentan metilación en la región promotora del gen PTEN son más agresivos y 





           PI3K pertenece a la familia de fosfatidilinositol-3-kinasas de clase IA de proteínas de señalización 
celular. Estas proteínas actúan formando heterodímeros en los que uno de sus monómeros tiene una 
función catalítica y el otro una función reguladora. 
 
           La subunidad catalítica de esta familia de proteínas puede estar formada por tres tipos de 
monómeros p110α, p110β o p110δ, codificadas por los genes PIK3CA, PIK3CB y PIK3CD 
respectivamente80; mientras que la subunidad reguladora puede estar formada por los monómeros p85α, 
p55α, p50α, p85β o p55γ81. Todas estas isoformas muestran diferente distribución en los tejidos. 
PIK3CA y B se distribuyen ubicuamente82, mientras que PIK3CD se localiza principalmente en 
leucocitos83.  
 
           La función de PI3K viene determinada por su actividad kinasa, por la cual fosforilan la posición 
D3 de los fosfatidilinositoles84. Este proceso transforma PIP2, procedente de la formación de segundos 
mensajeros en la membrana plasmática, en PIP3, compuesto que tiene la capacidad de atraer otras 
proteínas con  dominios PH (homólogos a plecstrina) hacia la membrana plasmática para activarlas85. Una 
de las proteínas a las que activa, y quizás la más importante, es Akt, que regula innumerables procesos de 
supervivencia celular y apoptosis, progresión del ciclo celular, motilidad y metabolismo celular86. 
 
           La secuenciación de los genes de PI3K en múltiples cánceres humanos ha revelado la presencia de 
mutaciones en el gen PIK3CA87, pero no en los genes PIK3CB o PIK3CD. La elevada frecuencia de 
mutaciones, junto con el hecho de que casi todas las mutaciones parecen ser de carácter heterocigoto, se 
localizan en regiones altamente conservadas y están asociadas con un aumento de su capacidad 
enzimática, han hecho que se considere a PIK3CA como un oncogén88.  
 




          El gen PIK3CA se localiza en el loci 3q26 y está compuesto por 21 exones, de los cuales 20 son 
codificantes. Se encuentra mutado en el 36% de los cánceres endometriales, el 32% de los cánceres de 
colon y el 27% de los tumores de mama89. La proteína que codifica (p110α) está formada por cinco 
dominios: un dominio adaptador de unión (ABD); un dominio de unión a ras (RBD); un dominio C2, por 
el que establece uniones con otras proteínas y lípidos, entre ellos los lípidos de membrana; un dominio 
helicoidal cuya función es servir de puente entre el dominio C2 y kinasa, y un dominio catalítico kinasa. 
Por su parte, la subunidad reguladora p85α a la que se une, comprende otros cinco dominios: un 
dominio SH3, un dominio GAP y tres dominios SH2, uno en el extremo amino terminal, otro en la región 
intermedia y el último en el extremo carboxilo terminal85, a través de los cuales interacciona con la 
subunidad catalítica para conservarla  en un estado estable pero de baja actividad y así mantener a las 
células quiescentes90. 
 
           Todas estas características hacen que PI3K juegue un papel destacado en la regulación de la 
proliferación y supervivencia celular, su crecimiento y metabolismo86,88.  
 
 
3. RUTA DE SEÑALIZACIÓN CELULAR DE PTEN Y PI3K 
 
           La ruta en la que participan las proteínas PTEN y PI3K se encuentra conectada con la cascada de 
señalización intracelular de Akt. Esta ruta está estrechamente relacionada con las funciones atribuidas a 
PTEN y PI3K. 
 
            La señal activadora de esta ruta comienza con la recepción de señales de crecimiento 
extracelulares que interactúan con los receptores de membrana tirosina kinasa, receptores asociados a 
proteínas G e integrinas. La unión ligando-receptor que produce la formación de segundos mensajeros en 
forma de PIP2. Estos, a través de PI3K y PTEN, activan una serie de proteínas, entre las que se encuentra 
Akt, que es capaz de fosforilar una serie de intermediarios que son los que en último término producirán 
las funciones atribuidas a este sistema91 (figura 6). Además de este mecanismo, también se han descrito 
otros mecanismos alternativos de activación de la vía independientes de ligando como son, por ejemplo, 














Figura 6, Ruta de señalización intracelular de Akt, con varios de los intermediarios sobre los que actúa.  
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           Akt media la fosforilación de factores de transcripción Forkhead tales como AFX, FKHR y 
FKHRL193 relacionados con la supervivencia celular, los cuales cambian de localización subcelular desde 
el núcleo al citoplasma evitando su actividad sobre la transcripción de genes como Fas-1, IGFBP1 y Bim. 
Una vez en el citoplasma, estos factores de transcripción son secuestrados por la proteína 14.3.3. 
Asimismo, la activación de la proteína GSK-3β (Glucógeno sintasa kinasa 3β) por Akt y la fosforilación 
de sus sustratos participan en la regulación de la señalización celular de la proteína mTOR9, que tiene 
efectos sobre el control del ciclo celular y metabólico de la célula, además de inferir en la supervivencia 
de la misma. 
           Akt también activa otros factores de transcripción importantes relacionados con proliferación, 
apoptosis, supervivencia celular y otros mecanismos de la tumorigénesis como  NF-κB, que media su 
función a través de citocinas, factores de crecimiento94 y genes de supervivencia celular como son c-IAP-
1 y c-IAP-2. Akt fosforila un inhibidor de NF-κB (I-κB) inactivándolo, degradándolo y evitando el 
secuestro de NF-κB95.  
 
           La proteína Akt incrementa la supervivencia celular a través de la regulación de la expresión de 
genes antiapoptóticos como Bcl-2 y mcl-191. En condiciones basales, estos factores son antagonizados por 
unión de la proteína BAD promoviéndose la apoptosis. Cuando BAD se fosforila por acción de Akt, es 
secuestrada por la proteína 14.3.3 en el citoplasma, evitando así su unión con Bcl-2 y, de esta forma, 
favorece la apoptosis96. No obstante, se ha comprobado que este mecanismo varía en función del tipo 
celular donde se desencadena, pudiendo ser independiente de la fosforialción específica de Akt95.  
 
           Akt también fosforila ASK1 kinasa, que transduce la señal de estrés a las proteínas SAPK 
(proteínas kinasas activadoras de estrés) que se encuentran estrechamente unidas a la inducción de 
apoptosis por acción de estímulos tales como radiacción ionizante, shock calórico o estrés osmótico, y a 
p38, proteína perteneciente a la ruta de las MAP kinasas (mitogen activated protein)19.  
 
           Akt también regula el paso de la fase G1 a S del ciclo celular. Esta acción se lleva a cabo a través 
de la proteína retinoblastoma pRB, que es fosforilada por Akt e inactiva CDKs importantes en el paso de 
una de estas fases a la otra en el ciclo celular91. También hay evidencias que sugieren que Akt regula 
directamente ciclina D98. 
 
           Por último, Akt también regula procesos tan importantes para la tumorigénesis como es la 
angiogénesis a través de la activación de HIF-1 (factor hipóxico 1), que aumenta la transcripción de genes 
relacionados como la angiopoyetina-199 y VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular)100; y por 
fosforilación de eNOS (nitrógeno sintasa endotelial) que produce neovascularización101. Por el contrario, 
un inductor negativo de la angiogénesis  sería la tromboespondina 1 que estaría regulado por Akt a través 





           El proto-oncogén KRAS pertenece a la familia de las proteínas ras (N-, H- y K-) que codifican 
GTPasas de membrana (proteínas G) y participan en procesos de transducción de señales al núcleo por la 
vía de MAP kinasas (Ras-Raf-MEK-ERK-MAP)102 (figura 7). La activación del las MAP Kinasas resulta 
importante para reprimir o activar la expresión de determinados genes relacionados con la regulación de 
la proliferación y diferenciación celular.   Aproximadamente el 30% de todos los cánceres humanos 
contienen alteraciones puntuales en alguno de los miembros de de la familia de ras103. 
 
 








Figura 7, Vía de señalización intracelular Ras-Raf-MEK-ERK. 
            
 
           La proteína de KRAS intercambia GTP (guanosil trifosfato), que mantiene a la proteína en estado 
activo, a GDP (guanosil difosfato), en la que pasa a un estado inactivo. Esta transmutación es 
aprovechada por la célula para transducir señales desde los receptores de superficie, proteínas G 
heterotriméricas o integrinas al interior celular. Para esta función también son importantes las reacciones 
de unión/separación de los nucleótidos de guanina que se realizan a través de diversos factores GEF 
(guanine-nucleotide exchange factors)101.  Aunque el efector inmediato de la activación de KRAS es la 
proteína BRAF, y por consiguiente la activación de la cascada de las MAP kinasas; PI3K también es 
activado por KRAS aunque de una forma minoritaria92. 
        
           El gen KRAS se encuentra localizado en el locus 12p12.1 y consta de 6 exones que dan lugar a dos 
isoformas por procesamiento alternativo del mRNA, expresándose de forma diferencial en los tejidos. 
Mutaciones germinales en este gen han sido identificadas en pacientes con síndromes que cursan con 
malformaciones craneoencefálicas como Noonan y Costello104, mientras que las de tipo somático 
aparecen en diverso tipo de cánceres como pulmón, colon o endometrio11,105,106,107. Las mutaciones 
somáticas tienden a reunirse en regiones “hot-spots” que comprenden los codones 12, 13 en el exón 2 que 
codifican glicina y, con una menor frecuencia, el codón 61 en el exón 3 que codifica glutamina103. Estas 
mutaciones todavía no han sido descritas en línea germinal, lo que sugiere un mecanismo de acción 
patogénico diferente dependiendo de la región de la proteína que alteran. 
 
            De forma general, las alteraciones en el gen KRAS tienden a incrementar la actividad 
intercambiadora de nucleótidos de guanosina o a disminuir su actividad GTPasa bloqueando la proteína 
en un estado permanentemente activo, dirigiendo a la célula a una constante activación de la vía y un 
aumento en la tasa de proliferación celular104. 
 
           En los tumores endometriales las mutaciones de los codones 12, 13 y 61 del gen KRAS aparecen 
predominantemente en carcinoma endometrial de tipo I, (entre un 10 y un 30%), mientras que son casi 
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inexistentes en los tumores de tipo II, serosos, papilares y de células claras (2%). Las mutaciones en el 
gen KRAS se han asociado con mal pronóstico, independientemente de la edad de la paciente107. También 
se ha encontrado un alto porcentaje de mutaciones en KRAS en hiperplasias atípicas siendo consideradas 
como un evento temprano en el desarrollo de los carcinomas13. Además, estas alteraciones parecen 
coincidir con MSI, lo que sugiere que ambos acontecimientos surgen simultáneamente12. 
 
 
5. BRAF  
 
           BRAF es un proto-oncogén de la cascada de señalización intracelular de ras. Este gen forma parte 
de la familia de los genes raf compuesta por raf-1, A-raf, B-raf y C-raf que codifican serina/treonina 
kinasas intracelulares efectoras de las MAP kinasas, encargadas de transducir la señal desde ras hasta 
MEK (figura 7) participando en procesos de regulación del ciclo celular y proliferación108. 
 
          Este gen, compuesto por 18 exones,  se encuentra localizado en el cromosoma 17q34 y codifica una 
proteína formada por tres dominios. El primer dominio contiene el sitio de unión a ras, seguido de una 
región rica en cisteínas; un segundo dominio está compuesto por un alto número de residuos de serina y 
treonina que se fosforilan para su función biológica; y un tercer dominio, donde reside su función kinasa, 
que está  flanqueado por una región rica en glicinas y un segmento de activación104.  
 
           Las alteraciones descritas en BRAF son principalmente de tipo “missense” y producen un aumento 
de función de la proteína. La incidencia de mutación en este gen es muy alta en melanomas (65%), 
carcinoma de tiroides (36-53%), carcinoma colorrectal (5-10%) y carcinoma endometrial (>5%)109. Las 
mutaciones suelen agruparse en la región rica en residuos de glicina codificada por el exón 11 y en el 
segmento de activación, codificado todo por el exón 15. De esta forma, se genera una proteína que induce 
una constante activación de ERK, promoviendo el paso de la fase G1 a S en el ciclo celular, y un aumento 
en la proliferación celular108. De especial importancia es la mutación c.1799T>A en el exón 15 que 
corresponde con la sustitución del codón V600E, ya que aparece con mayor frecuencia que cualquier otra 
en tumores humanos, y porque se ha comprobado que aumenta diez veces la actividad kinasa de la 
proteína110. No obstante, la aparición de esta mutación en carcinoma de endometrio es poco frecuente111. 
 
           No se han descrito mutaciones concomitantes en los loci de los genes KRAS y BRAF lo que 
apunta a que estas mutaciones pudieran ser redundantes en los efectos que provocan y que, por tanto, sólo 
sería necesaria la alteración en una ellas para conducir a la célula hacia la tumorigénesis112,113.  
 
           Sin embargo, si se ha descrito que las mutaciones en el gen BRAF aparecen principalmente en las 
células que manifiestan pérdida de expresión de hMLH1, lo que apunta a una coincidencia con procesos 
de hipermetilación de promotor del gen hMLH1 o mutaciones en este locus y por consiguiente, a un mal 





           La proteína β-catenina fue identificada como una de las proteínas que forman parte del 
citoesqueleto y que pertenecen al sistema de adhesión célula-célula mediado por cadherina114. 
Posteriormente, se reconoció como un factor de transcripción activado por la ruta de señalización 
intracelular Wingless-Int (Wnt)115. La ruta Wnt regula procesos tales como proliferación, diferenciación y 
polaridad celular. Las señales de Wnt desencadenan cascadas de transducción intracelular al interactuar 
con receptores específicos en las membranas celulares. La cascada mas estudiada es la que activa 
receptores de la familia “frizzled” y β-catenina115. En células epiteliales normales, donde no ha 
ocurrido una activación de estos receptores, existe un complejo proteico citoplasmático que contiene β-
catenina, APC (adenomatous polypous coli), axina y GSK-3β que es responsable de la fosforilación 
en los residuos de serina y treonina en el dominio regulador de β-catenina. Esta fosforilación constituye 
una señal de reconocimiento y marcaje por ubiquitinación para su posterior degradación en el 
proteosoma116,117 (figura 8). Cuando la ruta Wnt se activa, este complejo se desensambla y la degradación 
de β-catenina se ve suprimida, permitiendo la translocación de la proteína al núcleo, donde forma 
complejos con las proteínas de unión a DNA Tcf y Lef (factor de células T y factor activador linfoide), lo 
que le permite ejercer su función de activación de la transcripción de genes como c-myc, ciclina D y 
MMP-7 (metaloproteinasa 7)118,119 (figura 8). La proteína PTEN regula la estabilización de β-catenina, 




su expresión nuclear y su función reguladora de la transcripción en líneas celulares prostáticas120, 

















Figura 8, Vía de señalización de Wnt, donde se muestra el papel de β-catenina  unido a un complejo de degradación, 
actuando sobre los procesos de transcripción genética y formando parte del citoesqueleto, junto con E-Cadherina.  
 
 
           Las mutaciones patogénicas que aparecen en el gen CTNNB1, localizado en el locus 3p21 y que 
codifica β-catenina, modifican los residuos de serina y treonina o los residuos adyacentes de su dominio 
regulador, codificados por el exón 3. De esta manera, se ve afectada su unión al complejo de degradación, 
aumentando la acumulación de la proteína en el citoplasma115,1165, lo que produce una mayor 
translocación hacia el núcleo. En esta localización es donde ejerce su función transcriptora, facilitándose 
la sobreexpresión génica que aumenta la  proliferación celular y el crecimiento de la célula, 
desempeñando un importante papel en la formación de varios tipos de tumores115. 
           La gran mayoría de mutaciones registradas en el gen CTNNB1 son heterocigotas, de tipo 
“missense” y se localizan en el exón 3. Estas alteraciones están involucradas en la patogénesis de multitud 
de tumores entre los que se encuentran el carcinoma de colon122 y los cánceres de naturaleza ginecológica 
en donde se han registrado mutaciones entre un 20 y un 40%, dependiendo del tipo tumoral14,123. No 
obstante, muchos estudios inmunohistoquímicos de β-catenina, muestran patrones alterados de 
localización de la proteína en el compartimento citoplasmático que no se relacionan con las mutaciones 
encontradas en esta región14,15,123, lo que sugiere que el proceso tumorigénico relacionado con β-catenina 
no se conoce totalmente. 
 
 
7. E-CADHERINA  
 
           El gen de E-Cadherina o CDH1 está localizado en el cromosoma 16q22 y comprende 16 exones 
distribuidos a lo largo de 100 Kb de DNA genómico. El producto que codifica es un receptor 
glicoproteico transmembrana de 120 KDa, perteneciente a la superfamilia de las cadherinas, y cuya 
expresión se localiza en uniones adherentes de la mayoría de las células epiteliales124.  
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           La  estructura de E-Cadherina comprende cinco dominios extracelulares donde se sitúan motivos 
muy conservados de unión a calcio, una región transmembrana y un dominio intracelular que interacciona 
con filamentos de actina a través de cateninas β, γ y p120. Entre sus funciones destacan procesos de 
adhesión celular dependientes de unión a calcio, y mantenimiento de la polaridad y la arquitectura 
celular124.   
 
           En diferentes tumores se ha observado una disminución o pérdida de la expresión en E-Cadherina, 
lo que se ha asociado a una reducción de las fuerzas cohesivas célula-célula. Este hecho precede a 
cambios en la motilidad de células tumorales que determina procesos de progresión tumoral, invasión y 
metástasis, confiriendo peor pronóstico a los tumores que exhiben alguna alteración en el funcionamiento 
de este sistema125.    
 
           La primera vez que se asociaron alteraciones en el gen CDH1 con procesos cancerosos fue  en 
casos de carcinoma gástrico126 y, posteriormente, han ido descubriéndose en otro, tales como cánceres de 
mama de tipo lobular127. 
 
           En el carcinoma endometrial se describieron regiones con LOH en el locus 16q22128, región donde 
se encuentra localizado el gen CDH1 y, a continuación, se empezaron a encontrar mutaciones en regiones 
codificantes con una baja frecuencia129 lo que relacionó este tipo de alteraciones con el desarrollo de 
carcinomas ginecológicos. A día de hoy, los eventos patogénicos que conciernen a E-Cadherina en la 
tumorigénesis endometrial son pérdidas alélicas, así como la represión transcripcional por hipermetilación 
del promotor del gen, y mutaciones en la secuencia de CDH1130. Los resultados de los estudios 
moleculares del carcinoma endometrial  han revelado que alteraciones de estos tipos ocurren en un 62% 
de los carcinomas serosos y un 87% de los carcinomas de células claras, representando sólo un 22% de 
los tumores endometrioides131,132.  
  
 
8. p53  
 
           La proteína p53 actúa en la regulación de varios procesos importantes para la supervivencia celular 
actuando como  “guardián del genoma”133 por su papel en la reparación del DNA, en la progresión del 
ciclo celular por estímulos de estrés o daño al DNA y en la apoptosis134. Esta proteína, que tiene una vida 
media muy corta, se mantiene en condiciones basales a baja concentración en las células y sufre un 
proceso de continuo marcaje por ubiquitinación y subsiguiente degradación en el proteosoma. Sin 
embargo, en condiciones de estrés, esta ubiquitinación se ve suprimida ganando estabilidad y 
translocándose hacia el núcleo donde forma complejos homotetraméricos que reconocen secuencias 
específicas de DNA por las que va a promover o reprimir la transcripción de más de 150  genes 
diferentes135 (figura 9).  
 
           El gen TP53 localizado en el cromosoma 17p13.1 está formado por 11 exones, el primero de ellos 
no codificante.  Este gen codifica la proteína p53 de 393 aminoácidos, cuya estructura proteica se divide 
en diferentes dominios funcionales. El extremo amino terminal, donde reside su actividad transcripcional, 
y un dominio SH3136; este dominio de transactivación interactúa con factores de transcripción, 
acetiltransferasas y la proteína MDM2, que regula su concentración celular135, el dominio SH3, es 
esencial para la unión de p53 con SIN3 que protege a p53 de la degradación137. La parte central de la 
proteína está compuesta principalmente por el dominio de unión a DNA; y el extremo carboxilo terminal 
que contiene secuencias de localización y exportación nuclear (NLS y NES), un dominio de regulación y 
un dominio de tetramerización135.  
 

















Parada del ciclo celular
Reparación del DNA
Inhibición de la angiogénesis
 
Figura 9, Mecanismo de acción y regulación de p53 donde ejerce funciones de transcripción genética en el núcleo y    
apoptótica en la mitocondria. 
 
 
           p53 interviene en la reparación del DNA por varios mecanismos conocidos: uniéndose a la 
proteína Rad51, miembro de la maquinaria de recombinación que actúa en la reparación por escisión de 
nucleótidos (VER)138 y participando sin ayuda de intermediarios por unión directa a los ácidos nucleícos 
para su anillamiento139. Las demás funciones de p53 están relacionadas con la cantidad de genes que 
regula en la transcripción, por ejemplo, provocando un aumento de la expresión de GADD45, que 
produce parada del crecimiento celular por unión con PCNA (antígeno nuclear de proliferación celular) 
también implicado en reparación del DNA136. Todas estos mecanismos son desencadenados en 
situaciones post-estrés como por exposición a radiaciones ionizantes o agentes quimitóxicos.  
 
           En su papel regulador del ciclo celular, p53 induce la expresión de la proteína p21, importante para 
la progresión de este, de la fase G1 a la de síntesis. Esta proteína inhibe CDKs que, como consecuencia, 
no se unen a ciclinas y promueven una parada del ciclo140. Otro de los mecanismos por los que p53 regula 
el ciclo celular, consiste en mediar el aumento de expresión de los oncogenes c-myc y ras, que a su vez 
aumentan la expresión de p16 y p14. p16 inhibe CDKs, parando el ciclo celular141 y p14 degrada MDM2 
aumentando los niveles de proteína p53142.   
          Como inductor de la apoptosis, p53 efectúa su actividad tanto en el núcleo, mediante aumento de la 
expresión de determinados genes140, como a nivel de la mitocondria, por unión a otras proteínas134. Los 
genes proapoptóticos AIP1, NOXA y PUMA son un ejemplo de esta inducción de la expresión por 
p53143. En la mitocondria, p53 se une a las proteínas antiapoptóticas Bcl2 y BclX, para antagonizarlas y 
desencadenar una serie de eventos que activan los factores proapoptóticos BAX, BAK, caspasas, etc y, 
por consiguiente, la apoptosis (figura 9).     
 
           Por último, se ha relacionado la capacidad reguladora de la transcripción de p53 con una 
regulación de la expresión de genes relacionados con la angiogénesis144 induciendo un aumento de 
proteínas como tromboespondina-1, BAI1, GD-AiF, etc, por lo que alteraciones en este mecanismo 
contribuyen a la progresión tumoral.  
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           La regulación de la actividad de p53 ocurre de diversas formas. Las modificaciones en sus 
extremos amino y carboxilo con fosforilaciones y defosforilaciones, acetilaciones, etc, supone un 
mecanismo directo de regulación que es necesario para determinar su conformación, importante tanto 
para activar la trascripción como para unirse a otras proteínas145,146. Por otro lado, la unión a la proteína 
MDM2, también juega un papel importante en la regulación de los niveles de p53 al marcar a la proteína 
para su degradación por ubiquitinación de su dominio regulador147. Asimismo, la unión a otras proteínas 
favorece o impide su actividad transcriptora, teniendo como ejemplo a las proteínas p300 y pCAF (factor 
asociado a p300), ambas acetiltransferasas de histonas (HATs) que de forma general desempaquetan el 
DNA, forman complejos con p53 y activan de forma más eficiente la transcripción mediada por p53148. 
También en determinados estados de actividad celular reductora las proteínas HIF-1 y Ref-1 pueden 
interaccionar con p53 y alterar la cantidad de proteína intracelular lo que aumenta o reduce su actividad. 
Otro mecanismo describe que directamente a través de su extremo carboxilo terminal y sin ningún otro 
intermediario, p53 se une al DNA e impide la transcripción de los promotores específicos sobre los que 
actúa139. 
 
           En la mayoría de los cánceres humanos han sido descritas mutaciones en el gen de p53, entre ellas 
en los carcinomas endometriales149. La proteína p53 mutada, aunque no es funcional, resiste su 
degradación y se acumula en la célula secuestrando a la proteína producida por el alelo germinal mediante 
su homotetramerización150. De ahí que en los primeros momentos de su descubrimiento se observara una 
sobreexpresión de la proteína en los tejidos con alteraciones en p53 y se confundiera su actividad con la 
de un oncogén. Del mismo modo y a diferencia de otros genes supresores de tumores, no es necesario un 
“second-hit” para producir un efecto patogénico, sino que en este caso una única alteración es suficiente 
para transformar la célula sana en tumoral.  
 
           En tumores de endometrio han sido descritas mutaciones en el gen TP53. Estas alteraciones son 
más frecuentes en los tumores de tipo no endometrioide que endometrioide, apareciendo en un 80% de las 
lesiones precursoras EIN y constituyendo el 90% de las alteraciones que aparecen en los carcinomas 
serosos, mientras que solo representan un 10 a un 20% de las mutaciones en los tumores de tipo I1,12,17,132. 
Este evento debe de ser relativamente temprano en el desarrollo tumoral de los carcinomas serosos debido 
a que la sobreexpresión de p53 en estos tumores aparece en un 75% en las lesiones que los precede, 
mientras que sólo se detecta expresión en una muy pequeña proporción de hiperplasias atípicas 
precursoras de los carcinomas endometrioides, lo que sugiere, que alteraciones en p53 son un evento 
molecular tardío en el desarrollo de estos tumores34. Además, se ha visto que este pequeño porcentaje de 
alteraciones en el gen TP53 en tumores de tipo I no parece coincidir con alteraciones en otros genes como 





          La proteína p16 es codificada por el gen supresor de tumores CDKN2A (cyclin-dependent kinase 
inhibitor 2A) que se localiza en el cromosoma 9p21. Este gen, además, comparte su secuencia con otra 




Figura 10, Organización genómica de p14 (cajas rojas) y p16 (cajas azules). p14 y p16 comparten los exones 2 y 3 pero tienen 
diferentes exón 1. Los transcritos generados por diferentes marcos de lectura generan dos proteínas diferentes.  
 
 




           La proteína p16 que pertenece a la familia INK4 de inhibidores de CDKs, consta de 156 
aminoácidos. Las funciones biológicas de p16 dependen de la unión específicamente a CDK4 y la 
consiguiente inhibición de la actividad catalítica de ciclina D, molécula clave para el control del ciclo 
celular en la fase G1, ya que inhiben la fosforilación de pRB141. Por otra parte, p14, aunque también 
parece interferir en el crecimiento tumoral, exhibe funciones diferentes de p16, que conllevan la 
estabilización de p53 mediante el secuestro y degradación de MDM2 en el nucléolo142.  
 
           Las alteraciones en el gen CDKN2A están relacionadas con el desarrollo de muchos tipos de 
cáncer como son melanomas, gliomas, cáncer de pulmón y endometrio152. En estos últimos ocurren tres 
tipos de eventos que alteran el sistema de p16: deleciones homocigotas, hipermetilación del promotor del 
gen de p16 y, en menor medida, mutaciones puntuales; todos ellos relacionados con la pérdida de 
expresión de la proteína. No obstante, hay controversia sobre la frecuencia de aparición de cada uno de 
ellos y, por tanto, su implicación en el desarrollo del carcinoma endometrial sigue sin comprenderse 
totalmente20. Asimismo, se ha observado que la pérdida de expresión de proteína p16 se correlaciona con 
mutaciones en KRAS y p53153. 
 
           En los cánceres de endometrio, la pérdida de la expresión de p16 es más frecuente en carcinomas 
de tipo no endometrioide que endometrioide (10%)19 y aparece más frecuentemente en carcinomas con 
diferenciación escamosa, serosa y de células claras de alto grado (45%)37. Además,  están relacionadas 
con un peor pronóstico de la enfermedad así como un aumento de la metástasis20.  
 
 
10. REPARACIÓN DE DNA  
 
           El DNA, al igual que otras estructuras celulares, está expuesto a multitud de agresiones que pueden 
producirle daños alterando su integridad. El daño al DNA es una consecuencia parcial del efecto de 
diferentes factores ambientales, además de una gran proporción de mutágenos endógenos como la 
producción de radicales libres de O2 y H2O2 y ciertos metabolitos generados de los procesos biológicos. 
Debido a esto, el desarrollo de información codificada en el genoma humano que se traduce en forma de 
proteínas y que protege de posibles alteraciones que pudiera sufrir para conservar su secuencia intacta, 
resulta de gran valor. Estas proteínas supervisan constantemente el material hereditario en busca de 
alteraciones y las corrigen si llegara el caso.  
 
            Las células de los humanos han desarrollado cuatro mecanismos de reparación del DNA que 
incluyen más de 130 genes que participan en procesos clave para la supervivencia de la célula como son 
el reconocimiento de daño al DNA y la regulación del ciclo celular evitando que el daño se propague por 




           Estos cuatro mecanismos se conocen como: 
 
 Mecanismo de reparación de emparejamientos erróneos (MMR). 
 Mecanismo de reparación por escisión de bases (BER). 
 Mecanismo de reparación de lesiones por rotura de doble cadena (DBS). 
 Mecanismo de reparación por escisión de nucleótidos (NER). 
 
 
10.1. Mecanismo de Reparación de Emparejamientos Erróneos 
(MMR) 
 
           El mecanismo de reparación de emparejamientos erróneos (MMR) es un sistema de corrección del 
DNA que actúa en errores de tipo emparejamiento base-base y bucles extrahélice formados por pequeñas 
inserciones o deleciones. En regiones codificantes este mecanismo repara las mutaciones puntuales que 
dan lugar a mutaciones de tipo “missense”, mutaciones sin sentido o “nonsense” y mutaciones de cambio 
de fase de lectura o “frameshift” por la formación de estos bucles. En regiones no codificantes cobra 
importancia el papel reparador de errores ocurridos en repeticiones de secuencia como los microsatélites, 
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produciendo incrementos o disminuciones en la longitud de una determinada hebra que no se puede 
emparejar correctamente155. 
 
           Dentro del mecanismo MMR se pueden observar una serie de etapas155: 
  
 Reconocimiento del emparejamiento erróneo. 
 Reclutamiento de nucleótidos y factores necesarios. 
 Discriminación de las hebras de DNA. 
 Degradación del segmento de DNA incorrecto. 
 Síntesis de DNA. 
 
           En organismos procariotas, el sistema de reparación MMR se lleva a cabo mediante los complejos 
enzimáticos MutS, MutL y MutH. Sin embargo, en organismos eucariotas sólo han sido identificadas 
proteínas homólogas a MutS y MutL  Las proteínas homólogas a MutS se nombran MSH (MutS 
homolog) y las proteínas homologas a MutL se nombran MLH (MutL homlog). En humanos se las 
diferencia añadiendo una “h”156. Estas proteínas forman complejos enzimáticos compuestos por 
heterodímeros. Uno de ellos se denomina MUTSα, donde se combinan las proteínas hMSH2 y 
hMSH6, que se encarga del reconocimiento de los errores en la cadena de DNA. Otro de estos 
heterodímeros, MUTSβ, se compone de hMSH2 y hMSH3, y también reconoce la formación de estas 
estructuras, aunque con una mayor afinidad por errores más complejos como las inserciones de 2 a 4 
pares de bases. Asimismo, se ha observado un cierto grado de redundancia funcional entre 
MUTSα y MUTSβ lo que asegura que la corrección de todos los errores de replicación se inicien 
eficientemente a pesar de que la mayoría de ellos sean reconocidos sólo por MUTSα157.  
 
           Aunque el mecanismo de reconocimiento y reparación MMR no está totalmente descrito, se han 
identificado varias proteínas que intervienen en el proceso como son hMLH1, hMLH3, hPMS1 y hPMS2 
(post-meiotic segregation protein), que se unen a los heterodímeros MutLα y MutLβ. Estos últimos son 
reclutados al sitio de reparación tras interactuar con hMSH2 y bajo la unión e hidrólisis de ATP. 
Posteriormente, otras proteínas como PCNA se unen a los complejos actuado como enlace entre el 
heterodímero de MMR y la DNA polimerasa en la horquilla de replicación, facilitando el reconocimiento 
y reparación de la nueva cadena: RFC (replication factor C), que es un factor necesario para la unión de 
PCNA al DNA, y las exonucleasas EXOI/HEXI y FEN1 que interactúan con hMSH2 dirigiendo la 
escisión de las secuencias erróneas. Finalmente, la síntesis de la nueva cadena parece ser consecuencia de 
la acción concertada de la DNA polimerasa δ, otras DNA polimerasas sensibles a afidicona y DNA 
ligasas que finalizan el proceso de reparación de MMR158 (figura 11). 
 
 











Figura 11, Mecanismo MMR de reparación de DNA. 
 
 
           Los genes que codifican las proteínas implicadas en el mecanismo MMR son susceptibles de sufrir 
alteraciones que conlleven una disfunción en la capacidad de reparar estos errores. Por lo tanto, las 
células con alteraciones en estos genes van a acumular errores en el DNA de forma más frecuente que las 
células normales, y estos errores van a suponer la acumulación de mutaciones somáticas en otros genes 
con las consecuencias que este hecho conlleva. Es por esta razón por lo que se ha denominado “fenotipo 
mutador” al que acompaña a las deficiencias en el sistema MMR156.  
 
           La maquinaria de MMR no solo tiene como función la búsqueda y reparación de errores en el 
DNA, sino que contribuyen al mantenimiento de la estabilidad genómica  por inducción de la apoptosis 
en los casos en los que las alteraciones no hayan podido ser revertidas159. De esta forma, deficiencias en el 
mecanismo MMR producen una disminución de la tasa de apoptosis, confiriendo cierta ventaja en la 
supervivencia de las células que han adquirido mutaciones que contribuyen al desarrollo tumoral. 
 
 
10.2 . Inestabilidad de Microsatélites (MSI) 
 
           Los microsatélites son repeticiones múltiples de 1 a 5 nucleótidos que están distribuidos por todo 
el genoma. Concretamente, se han encontrado unas 50.000 a 100.000 secuencias de este tipo localizados 
principalmente en regiones no codificantes y sólo una pequeña cantidad reside en regiones codificantes. 
Debido a su estructura repetitiva, son secuencias muy susceptibles a error por resbalamiento de la DNA 
polimerasa durante el proceso de replicación. Generalmente estas secuencias suelen ser muy polimorfas, 
componiéndose de varios alelos donde sólo cambia el número de repeticiones entre ellos. Además, 
representan diferencias estables y heredables dentro de la población155.  
 
          El fenómeno de inestabilidad se produce cuando la longitud o número de repeticiones del 
microsatélite aumenta o disminuye con respecto a la línea germinal. Este hecho se produce cuando ha 
ocurrido algún error en el proceso de replicación y, además, la maquinaria de reparación no ha sido 
suficiente para remediarlo. La detección de inestabilidad de microsatélites en tumores es un reflejo de las 
deficiencias de los mecanismos de replicación y reparación del DNA154. 
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           El fenómeno de MSI fue descrito inicialmente en el síndrome de Lynch (1993)160 y posteriormente 
se encontró en algunos casos esporádicos de cáncer de colon. En el carcinoma endometrial la 
inestabilidad se ha encontrado en un 75% de los casos cuando están incluidos en el síndrome de Lynch, y 
en un 25 a 40% en carcinoma de endometrio esporádico. En este último supuesto, hay una fuerte 
asociación con los tumores de tipo I, y de fenotipo menos agresivo, mientras que sólo representa un 5% 




10.3. Alteraciones en los Genes de MMR 
 
           Las pacientes con el síndrome de Lynch que desarrollan carcinoma endometrial muestran 
mutaciones germinales en los genes hMLH1 y hMSH2, lo que supone la primera inactivación en estos 
genes. Para que se produzca el desarrollo del tumor es necesaria una segunda mutación (“second hit”) en 
el alelo contralateral, que produce una deficiencia en el mecanismo MMR que da lugar a alteraciones en 
las regiones de microsatélites y en determinados genes con la subsiguiente aparición del tumor161. No 
obstante, la detección de mutaciones puntuales en genes reparadores del DNA es inferior a la esperada en 
relación a la aparición de MSI, lo que sugiere que pueden existir otros mecanismos de inactivación del 
sistema MMR. Esta hipótesis se comprobó al demostrarse que determinados casos con hipermetilación de 
la región promotora del gen hMLH1, contribuían a la inactivación de la proteína y, en último término, al 
“fenotipo mutador”162. Además de esto, también apareció un pequeño porcentaje de pacientes con esta 
alteración epigenética que no mostraban inestabilidad de microsatélites163.  
 
           En carcinoma endometrial esporádico, la inactivación del gen hMLH1 por hipermetilación de su 
promotor es la causa más frecuente de MSI162, seguido de mutaciones en los genes que componen la 
maquinaria MMR (hMLH1, hMSH2 y hMSH6). Así como en las proteínas hMSH2 y hMSH6 la pérdida 
de expresión no parece ser debidas al silenciamiento epigenético164, hMLH1 presenta falta de expresión 
proteica, como consecuencia de la metilación anormal de su promotor. En la mayoría de los casos, estas 
pérdidas de expresión de hMLH1 se correlacionan con pérdidas de expresión de proteína hPMS2, 
consecuencia de la degradación masiva de esta al no poder formar el complejo MutLα con hMLH1. Por el 
contrario, la detección de expresión de proteína hMLH1 en ausencia de expresión de hPMS2 sugiere 






           La organización del genoma en la célula viene determinada por el empaquetamiento del DNA en 
una estructura muy compacta llamada cromatina. Esta estructura es la que en último término establece 
cómo los genes son activados o silenciados por favorecer o reprimir su actividad transcripcional167. 
 
           La epigenética es la rama de la genética que se encarga de estudiar los cambios en el DNA que no 
afectan a la secuencia nucleotídica pero que producen cambios en su expresión. Estos cambios pueden ser 
transmitidos a las células hijas, y en la mayoría de los casos se ha comprobado que pueden ser revertidos. 
Hasta la fecha, han sido identificados muchos tipos de procesos epigenéticos siendo los más estudiados la 
metilación del DNA, el remodelamiento de la cromatina, la acetilación de histonas y los RNA de 
interferencia. Todas estas modificaciones epigenéticas intervienen en procesos celulares de especial 
importancia biológica, entre ellos el cáncer. La regulación epigénética más importante en cáncer aparece 
en los genes supresores de tumores y genes relacionados con la reparación del DNA y es de suma 
importancia ya que en células cancerosas estos genes no solo presentan alteraciones puntuales en su 
secuencia codificante, sino también defectos epigenéticos.  
 
 
4. METILACIÓN DEL DNA 
 
           De todas las modificaciones de la cadena de DNA, exceptuando los cambios de secuencia, es la 
metilación el proceso con más repercusión biológica y más estudiado hasta el momento. La metilación del 
DNA constituye un mecanismo de supresión de la expresión génica y es el principal regulador de los 




genomas “in vivo”. Esta modificación consiste en la unión covalente de un grupo metilo en la posición 5´ 
del nucleótido citosina para formar metilcitosina. Esta reacción se lleva a cabo mediante enzimas de la 
familia de las DNA metiltransferasas  (DNMT1, DNMT3A y DNMT3B) que transfieren estos grupos 
metilo desde un sustrato168 (figura 12A). 
A
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Figura 12, A) Metilación de las citosinas de las islas CpG a metilcitosinas por acción de las DNA metiltransferasas,  
B) Efecto de la hipermetilación de DNA en cáncer por silenciamiento de la expresión génica. 
            
           De forma general, las citosinas susceptibles de metilación son las que se encuentran en los 
dinucleóidos CGs llamándose islas CpG, por encontrarse reunidas en grupos y unidas por fosfatos. Las 
islas CpG se encuentran de forma frecuente en regiones promotoras de los genes, regiones centroméricas, 
retrotransposones, etc. Por esta razón, los efectos de la metilación del DNA producen una inhibición de la 
transcripción; al bloquear la unión de factores de transcripción169. 
 
           Cuando la metilación de los promotores se potencia, se produce un silenciamiento de genes que 
ven disminuida su expresión. En el contexto del cáncer es relevante la hipermetilación de promotores a 
nivel de los genes supresores de tumores, genes relacionados con la reparación de DNA, genes 
relacionados con el control del ciclo celular, apoptosis, etc, ya que la supresión de estos produce una 
ventaja en procesos de proclives al desarrollo de tumores (figura 12B)167,170.  
 
           Aunque menos estudiado y quizá con menor repercusión, el fenómeno de hipometilación de DNA, 
también puede contribuir al desarrollo tumoral. En este caso, las regiones susceptibles de esta metilación 
anormal disminuida son regiones repetitivas de retrotrasposones que pueden llegar a  translocarse, 
aumentando de esa manera la inestabilidad genómica171. También determinados promotores de oncogenes 
pueden ver aumentada su expresión de manera anormal y con ello su actividad, como parece ser el caso 
del gen R-ras172. 
 
           En los carcinomas endometriales se ha comprobado que existen varios genes que sufren este 
fenómeno como el gen supresor de tumores PTEN, en el que puede constituir el “second hit” que produce 
inactivación bialélica78,79.  
 
           Como ya se ha apuntado anterioirmente, el gen hMLH1, que perteneciente a la maquinaria de 
reparación MMR, también puede estar hipermetilado, contribuyendo a la aparición de MSI y del 
“fenotipo mutador” aumentando la susceptibilidad a la acumulación de mutaciones en otros genes 
relacionados con la carcinogénesis endometrial161,162.  
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           A pesar de que tanto PTEN como hMLH1 son los genes con mayor inactivación por 
hipermetilación de sus promotores, se han descrito hipermetilación de los promotores de otros genes 
relacionados con el desarrollo de carcinoma endometrial, como son los genes CDH121,131 y 
CDKN2A20,153. Ambos genes, supresores de tumores, muestran ausencia de expresión a pesar de no 
detectarse alteraciones en su secuencia codificante lo que sugiere que debía de existir otro mecanismo de 




5. MODIFICACIÓN DE HISTONAS 
 
           Los nucleosomas son las unidades estructurales de la cromatina y están formadas por octámeros de 
proteínas histonas (H2A, H2B, H3, H4) que envuelven un segmento del DNA de unas 146 bp 
aproximadas y que se estabilizan con el ensamblaje de la histona H1. Estas histonas presentan dos 
dominios: una región central plegada que interacciona con la cadena del DNA y un dominio amino 
terminal poco estructurado que consiste en una cadena de unos 20 a 30 aminoácidos. La composición de 
estas proteínas es muy característica por su elevado contenido en residuos de lisina, sobre todo en su 
extremo amino terminal, que les confiere carga eléctrica positiva174. Esta característica les hace idóneas 
para la regulación del empaquetamiento del DNA, ya que esta molécula exhibe carga eléctrica negativa 
por los enlaces de los grupos fosfato que unen los nucleótidos. Además, el empaquetamiento del DNA 
guía estructuras de compactación más complejas dando lugar a las fibras de cromatina y, en último 
término, a los cromosomas (figura 13). Las proteínas histonas pueden sufrir modificaciones post-
traduccionales por reacciones de acetilación, metilación, fosforilación, sumoilación, ubiquitinación, ADP-
ribosilación, etc, en sus residuos de lisina, serina o arginina presentes en estos extremos amino terminales, 
llamados comúnmente colas170. De forma general, la mayoría de estas modificaciones covalentes 
neutraliza la carga positiva de estos residuos y desestabiliza la estructura del nucleosoma, permitiendo el 
desenrollamiento parcial de las hebras del DNA, y el consiguiente acceso de los factores de transcripción, 
que acaba modificando los patrones de la expresión génica. Por el contrario, la cromatina 
trasncripcionalmente silenciada está compuesta de nucleosomas en los cuales estas colas han sufrido 
bajos niveles de modificaciones post-traduccionales, de tal forma que conservan su carga y con ello su 
alta afinidad por la hebra del DNA174. En los últimos años se ha ido desentramando el efecto de muchas 
de estas modificaciones en residuos concretos, determinándose que muchas de ellas también contribuyen 
al silenciamiento genético.  
 
           A todo el conjunto de modificaciones covalentes de las histonas y sus efectos se ha propuesto 
denominar “código de histonas”, ya que cada una de ellas determina específicamente el tipo de actividad 
que se va a producir en los genes diana y con ello se regula la actividad de las diferentes regiones de la 
cromatina175. 
 




DNA de unión 
 
 
Figura 13, Empaquetamiento del DNA en los nucleosomas a través del octámero de histonas y formación de fibras de 
cromatina que forman los cromosomas. 
 
 
2.1. Deacetilasas de Histonas (HDAC)  
 
           Las deacetilasas de histonas (HDAC) pertenecen a una familia de enzimas que actúan en la 
modificación post-traduccional de las proteínas histonas. Estas modificaciones, que suceden a través de la 
desacetilación de determinados residuos de lisina, ayudan a regular la actividad transcripcional del 
genoma176.   
 
           Hasta la fecha se han descrito 18 proteínas HDAC que pueden dividirse en al menos tres clases 
diferentes basándose en la homología de su secuencia, expresión, localización y requerimiento de 
cofactor. Las HDAC 1, 2, 3, 8 y 11, comprenden la clase I; HDAC 4, 5, 6, 7, 9 y 10 pertenecen a la clase 
II y proteínas sirtius (SIRT) 1 a 7 son miembros de la clase III. Las proteínas HDAC pertenecientes a la 
clase I son mayoritariamente nucleares, altamente ubicuas y su secuencia consta de entre 350 y 500 
aminoácidos, mientras que las HDAC de la clase II tienen más de 1000 aminoácidos, se localizan 
sobretodo en el citoplasma, y son más específicas de tejido actuando en la diferenciación de células 
cardiacas y de músculo esquelético estriado. Las HDAC clase III son NAD+ dependientes y pueden estar 
implicadas en otras funciones como la ubiquitinación177.  
 
          En el caso de la clase I de las deacetilasas de histonas, HDAC1 y HDAC2 se localizan 
exclusivamente en el núcleo de las células, mientras que HDAC3 puede encontrarse tanto en el núcleo 
como en el compartimento citoplasmático178. HDAC8, parece localizarse casi únicamente en el 
citoplasma, lo que no parece ajustarse de una forma muy precisa a la función general de las demás 
HDAC179. 
 
           Todas las HDAC, independientemente de la clase a la que pertenecen, actúan hidrolizando los 
enlaces de los grupos acetilo de los residuos de lisina que, en el caso de los nucleosomas, pertenecen a las 
colas de las histonas H3 y H4, histonas situadas en el centro del nucleosoma. Se han descrito de 
veinticuatro a veintiséis sitios potenciales de acetilación que pueden ser también modificados por la 
familia de enzimas acetiltransferasas de histonas (HAT), que actúan catalizando el traspaso de un grupo 
acetilo desde una molécula de acetil-CoA a los grupos ε-amino de las lisinas, y por tanto tiene una acción 
antagónica a la de HDAC regulando la expresión génica mediante modificaciones transitorias y 
reversibles176. Así, la acetilación es característica de una estructura abierta de cromatina 
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transcripcionalmente competente, mientras que la desacetilación se ha asociado con un estado represivo 







Activación de la expresión genética
Represión de la expresión genética
 
  
Figura 14, Efecto de la acetilación y desacetilación de histonas mediada por proteínas HAT y HDAC donde se produce 
activación o represión de la actividad transcricional.   
 
 
           Todas las enzimas HDAC actúan formando complejos multiproteícos con factores represores de la 
transcripción. En el caso de HDAC1 y HDAC2 forman por lo menos tres complejos diferentes que 
contienen factores como mSin3A180, NRD181 y  CoREST182. HDAC3 por otro lado, se acompleja con N-
CoR y SMRT183. Además, se ha comprobado que en estos complejos suelen estar presentes proteínas 
HAT, que junto con HDAC actúan de manera coordinada para producir una regulación fina del 
remodelamiento de la cromatina y el control de la expresión génica184. 
 
           Aunque inicialmente la acción de las proteínas HDAC fue restringida al compartimento nuclear178, 
en los últimos años se ha comprobado que su actividad comprende también la desacetilación de otras 
proteínas no histónicas, que pueden localizarse tanto en el núcleo como en el citoplasma, como son los 
casos de p53 y α-tubulina, entre otras145,185,186. 
 
           En los últimos años y debido a todas estas acciones en la regulación de la expresión génica a través 
de la transcripción y modificación post-traduccional de determinadas proteínas, se ha empezado a 
relacionar a las HDAC con procesos de regulación del ciclo celular, proliferación, diferenciación, 
inhibición de la angiogénesis, apoptosis y por tanto en cáncer167,170,176. De forma general y en lo referente 
a la relación de HDACs con el desarrollo de cáncer, se ha observado una sobreexpresión generalizada de 
estas proteínas en diversos tipos de tumores. Así, se ha descrito una sobreexpresión de HDAC1 en cáncer 
de próstata187, mientras que HDAC2 se detecta elevada en cáncer gástrico, colorrectal, etc188,189,190 y este 
aumento parece correlacionarse con una disminución de los niveles de p21. Muy recientemente ha sido 
descubierta la primera mutación en el gen de HDAC2 en el 25% de los tumores de colon, estómago y 
endometrio191.  
   
           Las proteínas HDAC están relacionadas con cambios en la expresión de genes implicados con la 
activación de receptores hormonales esteroideos como son los de estrógeno y progesterona que, a su vez, 
están estrechamente relacionados con la aparición de tumores endometrioides178,192. Además, se les ha 
relacionado con modificaciones de proteínas implicadas en los procesos tumorigénicos de los carcinomas 
endometriales como son p53185, PTEN193, PI3K194.  
 




           En los últimos años, han cobrado especial interés en el campo de las nuevas terapias los 
inhibidores de deacetilasas de histonas (HDACI) que en ensayos sobre líneas celulares de carcinoma 
endometrial han obtenido resultados positivos y prometedores. Los HDACI producen la muerte celular 
restaurando la integridad de las rutas apoptóticas que han sido bloqueadas o suprimidas en cáncer195 y en 
algunos estudios clínicos se está probando su eficacia en el tratamiento de cánceres hematológicos y 






2.2. Otros Efectos Post-Traduccionales de Histonas 
 
           Hasta el momento han sido descubiertas y caracterizadas hasta ocho modificaciones covalentes de 
histonas, de entre las cuales, las más estudiadas son la acetilación, metilación y fosforilación198 (tabla 3). 
La metilación puede suceder tanto en residuos de lisina como de arginina y de forma múltiple, es decir, 
pueden aparecer mono-, di- o trimetiladas, lo que dificulta su estudio en los efectos que presenta sobre la 
cromatina. Estas modificaciones son producidas por enzimas metiltransferasas de histonas (HMT), y a 
diferencia de la metilación de DNA, puede producir activación o represión de la transcripción 
dependiendo de qué residuo es modificado y el tipo y grado de modificaciones existentes. Un ejemplo de 
esto ocurre cuando se produce una trimetilación de las lisinas 4, 36 y 79 de la H3 lo que produce una 
activación de los promotores, mientras que la trimetilación de las lisinas 9 y 27 de la misma histona y 20 
de la H4 produce represión transcripcional199. Sin embargo, esta correlación todavía no está clara ya que 
otras modificaciones en otras histonas o en las mismas pueden interferir en el resultado.  
 
           Con la excepción de la metilación, las demás modificaciones producen un cambio en la carga neta 
de los nucleosomas, que afecta a las interacciones DNA e histónicas u otros factores que pudieran acceder 
a la cromatina. Todas estas modificaciones requieren de familias de enzimas que catalizan la transferencia  
de los grupos químicos, así como enzimas que los eliminan, y que por tanto son susceptibles de interferir 
en los procesos dinámicos de la regulación de la transcripción y con ello en la carcinogénesis200. 
 
 
Tabla 3, Resumen de las posibles modificaciones post-traduccionales de histonas, donde se apunta el tipo de modificación, la 
función sobre la transcripción y la familia de enzimas que la realiza198. 
           
Modificación  Función  Enzimas 
Acetilación Activación de la transcripción Acetiltransferasas (HAT) 
Metilación de lisinas Activación o represión de la transcripción Lisina metiltransferasas (MTA) 
Metilación de argininas Activación o represión de la transcripción Arginina metiltransferasas (MTA) 
Fosforilación Activación de la transcripción Serina/treonina kinasas 
Ubiquitinación Activación o represión de la transcripción Ubiquitilasas 
Sumoilación Represión de la transcripción ¿? 
ADP-ribosilación ¿Activación o represión de la transcripción? Poli ADP-ribosapolimerasas (PARPs) 
 
 
6. REMODELAMIENTO DE LA CROMATINA 
 
           El remodelamiento local de la cromatina y los cambios dinámicos de los nucleosomas en el 
empaquetamiento del DNA son puntos clave en la regulación de la expresión génica, que posteriormente 
afectará al correcto funcionamiento de la célula, a su diferenciación y proliferación posterior. La propia 
estructura de la cromatina puede alterar, de igual modo que lo hacen las enzimas modificadoras de 
histonas, la activación transcripcional, bloqueando o favoreciendo el acceso de factores de transcripción a 
las secuencias que reconocen, evitando el ensamblaje de la maquinaria basal de tanscripción201. 
 
           Este punto de regulación aparece por modificación en este caso, no covalente, de nucleosomas y se 
basa en la posición que ocupan éstos en el DNA y que llevan asociados la hidrólisis de ATP202. Este 
efecto produce desplazamiento o desestabilización de de los nucleosomas, produciendo el encubrimiento 
o exposición de la secuencia de DNA. En los genomas eucarióticos se ha comprobado que existe un 
patrón de colocación de estos que dista mucho de ser al azar. En este patrón destacan regiones libres de 
nucleosomas (NFR) en los extremos 5´ a 3´ de los genes, que son usados para el ensamblaje y 
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desensamblaje de la maquinaria de transcripción, mientras que las regiones codificantes internas de los 
genes parece que se colocan aleatoriamente. La pérdida de un nucleosoma anterior al lugar de un 
promotor está directamente relacionada con la activación del gen, mientras que la ocupación de un 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS 
 
           Los carcinomas endometriales son los tumores ginecológicos más comunes en países 
desarrollados1. La mayoría de los casos pueden dividirse en dos categorías basadas en las características 
clínico-patológicas de las pacientes y las características moleculares de los tumores. Además, la transición 
de endometrio sano a carcinoma parece venir determinado por la acumulación seriada de alteraciones en 
las vías de señalización celular, desencadenando disfunciones en los procesos celulares de crecimiento, 
diferenciación, apoptosis, adhesión, etc, todos ellos procesos de suma importancia para el mantenimiento 
de la estabilidad celular12,41. 
 
           Los cambios moleculares más comunes en el carcinoma endometrial han sido intensamente 
estudiado y se relacionan con las vías señalización intracelular de PTEN8,9 y PI3K86, KRAS10, Wnt14,21, 
p5317,34, etc. No obstante, la patogénesis molecular del carcinoma endometrial continúa sin ser totalmente 
entendida y resulta controvertida.  
 
           Por otra parte, en la carcinogénesis endometrial esporádica se aprecia la aparición de inestabilidad 
de microsatélites (MSI) como evento en la formación del tumor4, lo que sugiere la disfunción de alguno 
de los integrantes de la maquinaria MMR. La causa de esta inestabilidad se atribuye mayoritariamente a 
los procesos de hipermetilación del promotor del gen hMLH1161,162. No obstante, como en carcinoma 
endometrial hereditario se han descrito mutaciones en los genes del sistema MMR155, hMLH1 y hMSH2, 
en tumores de endometrio esporádicos constituyen un proceso no muy estudiado a pesar de que el 
silenciamiento epigenético de hMLH1 no explica todos los casos con MSI.  
 
           Las HDAC clase I, junto con las HAT, actúan en el control de la expresión genética por 
modificación de la afinidad histona-DNA formando parte de complejos multiproteícos junto con los 
receptores de estrógeno177 y p53137, dos factores implicados en la transformación de endometrio sano a 
tumoral. El interés de estas proteínas en procesos tumorales se incrementa por la aparición de HDACI 
como nueva terapia anticancerosa195,196,197. Por todo ello, resulta de gran interés el estudio de la 
implicación de estas proteínas en el desarrollo de cáncer de endometrio esporádico.  
 
           Por ello, nos hemos propuesto como objetivos de este trabajo:  
 
 Primer objetivo: estudiar la organización de los genes PTEN, PIK3CA, KRAS, BRAF, CTNNB1, 
TP45, CDH1 y CDKN2A.   
 
 Segundo objetivo: estudiar la inestabilidad de microsatélites, la presencia de patrones de metilación 
alterados en los promotores de los genes hMLH1, hMSH2 y hMSH6; y la incidencia de mutaciones en los 
genes hMLH1 y hMSH2.  
 
 Tercer objetivo: estudiar la expresión de las proteínas deacetilasas de histonas HDAC1, HDAC2 y 
HDAC3 en carcinoma endometrial y analizar la presencia de la mutación en la región A9 del exón 1 del 




































































5.1. TEJIDO TUMORAL 
 
           Se han estudiado 42 muestras de carcinoma endometrial procedentes del servicio de Anatomía 
Patológica del Hospital Universitario de Salamanca, obtenidas por extirpación quirúrgica e inmediata 
conservación a -80oC hasta su procesamiento. Estas muestras fueron analizadas para establecer el tipo y 
grado histológico según las recomendaciones de la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia 
(FIGO) y la Organización Mundial de la Salud (OMS)25, concluyéndose que la muestra se componía de 
28 carcinomas endometrioides de diferente grado y variante, 5 carcinomas serosos, 1 carcinoma de 
células claras, 2 carcinomas mixtos y 6 sarcomas (5 carcinosarcomas y 1 sarcoma del estroma). La edad 
media de las pacientes con carcinoma endometrial fue de 69 años ±10. 
 
 
5.2. SANGRE PERIFÉRICA 
 
           Las muestras de sangre periférica se obtuvieron, siempre que fue posible, por venopunción 
antecubital de las pacientes operadas de carcinoma endometrial en el servicio de Ginecología del Hospital 
Clínico de Salamanca e inmediata conservación a 4oC hasta su procesamiento. Todas ellas fueron 
obtenidas previo consentimiento informado, siguiendo las normas legales para Estudios Clínicos en 
España y las del Comité de Ética del Hospital Universitario de Salamanca. 
 
 
6. OBTENCIÓN DE DNA A PARTIR DE TEJIDO TUMORAL 
Y SANGRE PERIFÉRICA 
 
            La obtención de DNA a partir de tejido tumoral se realizó a partir de 100 mg de muestra, que se 
homogenizó con Politron® en 0,75 µL de tampón Fornace (0,25 M Sacarosa, 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 
25 mM MgCl2).  
 
           La obtención de las células mononucleadas de la sangre se realizó a partir de 10 mL de sangre 
periférica mediante centrifugación repetida y lisis eritrocitaria con solución hipotónica (centrifugación de 
la sangre total en 50 mL de ddH2O (bidestilada) a 4
oC, durante 30 minutos, 1500 r.p.m.). Tras la 
recuperación de la interfase y lisis de la fracción eritrocitaria, se lavaron las células mononucleadas en 
tampón Fornace y se precipitaron mediante centrifugación a 580 g durante 20 minutos. El botón de 
células nucleadas se resuspendió nuevamente en tampón Fornace a una concentración estimada de 5x106 
células/mL. 
           La extracción de DNA continuó añadiéndose EDTA (ácido etilendiamino tetraacético) 0,5 M pH 8, 
el cual es un quelante de iones divalentes que dificulta la acción de las endonucleasas; SDS (Dodecil 
Sulfato Sódico) a una concentración final de 10%, que disuelve las membranas celulares; y Proteinasa K 
(Boehringer Mannheim), a una concentración final de 20 µg/mL, que degrada proteínas. Esta mezcla se 
incubó a 55oC durante 8 a 16 horas. Tras esta incubación, se procedió con un tratamiento de fenol 
tamponado y CIAA (cloroformo: alcohol isoamílico 24:1) y se sometió a centrifugación. El DNA, que 
quedó en la fase acuosa, se limpió de otros residuos resuspendiendo la fracción correspondiente en CIAA 
y sometiendo a otra centrifugación. Tras este paso, se añadió a la fase acuosa, etanol absoluto frío (-
20oC), lo cual hizo precipitar el DNA. Este se recuperó y lavó con etanol 70% con una centrifugación, se 
dejó evaporar el etanol residual y, posteriormente, se disolvió en 100 µL de ddH2O. 
 
          La concentración y el grado de contaminación proteica del DNA obtenido, se calculó tras medir su 
absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un espectrofotómetro Nanodrop® ND1000 por medio 
de la siguiente fórmula: 
 
µg de DNA/mL = (D.O.
260
) x (factor de dilución) x (50) 
 




          El multiplicador 50 es un factor de corrección introducido debido a que la unidad de densidad 
óptica con luz de longitud de onda 260 nm corresponde con el valor de absorbancia que tienen 50 µg de 
DNA/mL. 
 
          Se considera como valores adecuados de cociente D.O.260/D.O.280, los comprendidos entre 1,65 y 
2,0, para la medida del grado de contaminación proteica. Valores inferiores a los señalados indican 
contaminación por proteínas o por solventes orgánicos, realizándose en estos casos una nueva 
purificación del DNA. Valores superiores parecen indicar un exceso de RNA, el cual se eliminó con un 
tratamiento de RNAsa y purificación nuevamente según el método antes descrito. 
 
          Las muestras de DNA de concentración aproximada entre 1000 y 1500 µg/mL, se almacenaron en 










7. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS  
 
 
7.1. TEJIDO TUMORAL 
 
           Para la extracción de proteínas de la muestra tumoral se utilizó 1 mL de tampón RIPA (1% NP40, 
0,5% deoxicolato sódico, 0,1% SDS, 1x PBS) y 20 µl de inhibidor de proteasas API 100x (1% aprotinina, 
1% pepstatina y 1% leupeptina) y se procedió a la homogenización de 100 mg de tejido con Politrón®. 
Una vez homegeneizado, se incubó en hielo durante 30 minutos, durante los cuales se realizaron repetidos 
vortex y, posteriormente se centrifugó a 12000 g durante 20 minutos a 4oC. Tras esta centrifugación, se 
recogió el sobrenadante, que es el que contiene el lisado proteico y se almacenó en tubos Eppendorf® a -
80oC, con el fin de evitar la desnaturalización y degradación progresiva de la muestra.  
 
 
7.2. LÍNEAS CELULARES 
 
           Para la extracción de proteínas de placas de cultivo procedentes de líneas celulares se procedió a 
retirar el medio de cultivo y a realizar tres lavados sobre estos cultivos con 1X PBS. En cada placa de 
cultivo se añadieron 800 µL de tampón de lisis frío con inhibidores de proteasas (Amersham Pharmacia 
Biotech). Después de 10 minutos de incubación en hielo, se recogieron las células mediante raspado y se 
pasaron a tubos Eppendorf®. Los lisados se agitaron en vortex durante 1 minuto y se centrifugaron a 4ºC 
durante 10 minutos a 10000 g, para recoger después los sobrenadantes, que contienen los extractos 
proteicos totales, y utilizarlos inmediatamente o congelarlos para su conservación a -80ºC. La 
concentración de cada extracto proteico se determinó mediante medición directa en Nanodrop® ND1000 
a valores de absorbancia de 260 nm. 
 
 
8. ESTUDIO MOLECULAR DE GENES RELACIONADOS 
CON EL CARCINOMA ENDOMETRIAL 
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8.1. AMPLIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA MEDIANTE 
PCR   (“Polymerase Chain Reaction”) 
 
           Las reacciones de amplificación se realizaron con los productos comerciales Eppendorf® 5 prime 
y Master Mix (Promega). Cada reacción fue preparada añadiendo 12,5 µL de mezcla comercial (22 mM 
tris-HCl (pH 8,4), 55 mM KCl, 1,65 mM MgCl2, 220 µM dNTPs, 22 U Taq DNA polimerasa), 1,0 µL de 
mezcla de los dos oligonucleótidos flanqueantes y 1,0 µL de DNA obtenido por el método anteriormente 
descrito (concentración entre 0,1 y 0,2 µg/mL). El volumen final de reacción fue en todos los casos 25 
µL, que se ajustó con ddH2O libre de nucleasas. Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un 
termociclador de Applied Biosystems. Las condiciones generales de amplificación en el termociclador 
fueron las siguientes (figura 15): 
 
 
94oC              94oC
Tª 
anillamiento
72oC            72oC
4oC
5 min.          30 seg.
30 seg.        7 min.
30 seg.




Figura 15, Esquema representativo de los programas del termociclador para la amplificación de fragmentos de DNA 
mediante PCR, donde A es el tiempo de desnaturalización previa, BCD son las tramos de desnaturalización, anillamiento de 
los oligonucleótidos y elongación, y E es el tiempo de extensión final seguido de una bajada de temperatura para su 
conservación (F), cuando finaliza. Se incluyen las respectivas temperaturas de cada tramo y el número de ciclos de BCD. 
 
 
           Para asegurar la ausencia de contaminación en la amplificación y que las reacciones hayan sido 
específicas, para cada mezcla de reacción se preparó siempre como control negativo una reacción paralela 
conteniendo todos los reactivos menos el DNA a amplificar. 
 
 
8.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA 
 
           Los fragmentos amplificados o purificados de DNA, fueron separados por su tamaño mediante 
electroforesis en geles horizontales de agarosa al 1,5-2% con tampón 0,5X TBE (10x -0,089M Tris base, 
0,089 M ácido bórico, 0,5 M EDTA (pH 8,0)). 
 
           En un pocillo de cada hilera en el gel de agarosa se cargaron 8 µL de un marcador de tamaño de 
DNA comercial que corresponde con el DNA del fago ¢X-174 digerido con la endonucleasa HaeIII. Este 
marcador de tamaño de DNA genera fragmentos de: 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118 y 
72 bp. Para monitorizar la migración del DNA a través del gel se incluyeron en el tampón de carga los 
colorantes xileno, cianol y azul de bromofenol. Las electroforesis se llevaron a cabo con una diferencia de 
potencial eléctrico constante de 120V durante 30 minutos. 
 
           Tras la electroforesis, los fragmentos se visualizaron utilizando Sybr Safe® (0,5 µL/mL), que actúa 
intercalándose entre las bases nitrogenadas de DNA y emite fluorescencia al ser expuesto a la luz UV. 
Los resultados obtenidos fueron almacenados mediante un sistema de fotografía digital (Kodak DC40) 
acoplado a un software informático de tratamiento de imágenes (kodak Digital Science 1D). 
 
 




8.3. DETECCIÓN DE MUTACIONES MEDIANTE CSGE-
HETERODÚPLEX 
 
           Las muestras amplificadas por PCR fueron desnaturalizadas a 95oC durante 5 minutos, y enfriadas 
1oC por minuto hasta 32oC para su nueva renaturalización. Con este proceso se busca hibridar hebras de 
DNA procedentes de ambos alelos (heterodúplex) en los que uno pudiera tener alguna alteración y 
producir una distorsión en la doble hélice que diera un patrón anormal en la migración electroforética 
(figura 16). La preparación de las muestras para la electroforesis fue de 4 a 15 µL de los productos de 














Figura 16, A) Esquema de la formación del heterodplex tras la desnaturalización y renaturalización de los fragmentos 
amplificados en heterocigosis. B) Visualización de este heterodúplex en los geles de CSGE. 
 
            
           Se emplearon para ello, geles MDE (Cambrex), que es un polímero de acrilamida modificado 
derivado del vinilo para realizar la electroforesis vertical de los productos de PCR amplificados y se 
analizaron los patrones de migración anormal que pudieran indicar la presencia de mutaciones. Cada gel 
se preparó atendiendo a las siguientes cantidades: ddH2O 7,705 mL, formamida 99% 5,98 mL, 
etilenglicol 99% 4,025 mL, TBE 10X 2,415 mL, MDE® 2X 20,125 mL, TEMED (N, N, N, N’ 
Tetrametilendiamina) 36,8 µL, AMPS (persulfato de amonio) 25% 138 µL para un volumen final de 
40,25 mL. La electroforesis se llevó a cabo con tampón 0,6X TBE. A cada gel se le aplicó una diferencia 
de potencial eléctrico constante de 20V/cm durante  12 a 18 horas, o 180V durante aproximadamente 21 
horas (el tiempo varió dependiendo del tamaño del fragmento de PCR a analizar). 
 
           Finalmente cada gel fue teñido con el kit comercial PlusOne® DNA Silver kit (Amersham 
Biosciences) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Los fragmentos resultantes fueron 
visualizados y analizados en un transiluminador. La detección de un patrón de migración anormal 
conllevó la purificación del producto de PCR correspondiente y secuenciación automática directa para 
visualizar la secuencia nucleotídica exacta.  
 
 
8.4. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA                  
AMPLIFICADOS POR PCR 
 
           La purificación de fragmentos de DNA procedentes de amplificación fue realizada mediante el 
sistema de 5 Prime PCR Extract®, según las recomendaciones del fabricante. Tras la purificación se 
procedió a una nueva electroforesis en gel de agarosa para comprobar tanto la eficacia de la purificación 
como la cantidad purificada. Las reacciones para la secuenciación automática se llevaron a cabo 
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preparando 40-60 ng del DNA amplificado con 3 pmol de oligonucleótido correspondiente, todo ello en 
un volumen final de 8 µL de reacción.  
 
 
8.5. SECUENCIACIÓN DE PRODUCTOS DE PCR 
 
           La secuenciación automática de los fragmentos de DNA procedentes de la amplificación se llevó a 
cabo en un secuenciador automático ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) en el 
Servicio Central de Secuenciación de la Universidad de Salamanca. La visualización de las secuencias se 








8.6. AMPLIFICACIÓN POR PCR DE LOS GENES IMPLICADOS EN 
EL DESARROLLO DEL CARCIOMA ENDOMETRIAL 
 
 
8.6.1. ANÁLISIS DEL GEN PTEN  
 
           Se amplificaron los 9 exones del gen PTEN en las 42 muestras de DNA provenientes de tumores 
de endometrio utilizando los siguientes oligonucleótidos y las correspondientes condiciones de 
amplificación (tabla 4). 
 
            Una vez realizada la amplificación, fueron analizados por secuenciación automática directa los 
fragmentos correspondientes a los exones 5, 6, 7 y 8; y mediante la técnica de CSGE-Heterodúplex, los 
fragmentos correspondientes a los exones restantes. Posteriormente y siempre que fue posible, se extendió 
el análisis a las muestras de DNA de  sangre periférica de las mismas pacientes en las que había sido 
encontrada alguna alteración en su correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la 
naturaleza germinal o somática de la alteración. 
 
 
Tabla 4, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR de los 9 exones del gen PTEN, con los tamaños del 
producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centígrados. 
 
 
8.6.2. ANÁLISIS DEL GEN PIK3CA  
 
           Se amplificaron los exones 7, 9 y 20 del gen PIK3CA en las 42 muestras de DNA provenientes de 
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucleótidos y las correspondientes condiciones de 





Exón Oligonucleótido sentido Oligonucleótido antisentido Tamaño (bp) Tª anillamiento 




3 TGTTAATGGTGGCTTTTTG GCAAGCATACAAATAAGAAAAC 114 50 
4 TTCCTAAGTGCAAAAGATAAC TACAGTCTATCGGGTTTAAGT 147 54 
5 TTTTTTTTTCTTATTCTGAGGTTATC GAAGAGGAAAGGAAAAACATC 312 50 
6 AGTGAAATAACTATAATGGAACA GAAGGATGAGAATTTCAAGC 232 55 
7 AATACTGGTATGTATTTAACCAT TCTCCCAATGAAAGTAAAGTA 220 55 
8 TTTTTAGGACAAAATGTTTCAC CCCACAAAATGTTTAATTTAAC 258 55 
9 GTTTTCATTTTAAATTTTCTTTC TGGTGTTTTATCCCTCTTG 245 54 




Tabla 5, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR de los exones 7, 9 y 20 del gen PIK3CA, con los 
tamaños del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centígrados. 
 





7 CCTTTTGGGGAAGAAAAGTG GAGAGAAGGTTTGACTGCCATAA 284 54 
9.1 TGAAAATGTATTTGCTTTTTCTGT TCTCCTGCTCAGTGATTTCAGAG 195 51 
9.2 GGGAAAATGACAAAGAACAGC ACATGCTGAGATCAGCCAAA 174 51 
20.1 CATTTGCTCCAAACTGACCA TGTGTGGAAGATCCAATCCA 288 54 
20.2 TTGGCTCTGGAATGCCAGAA GGTCTTTGCCTGCTGAGAGT 257 51 
 
 
           Una vez amplificados, los fragmentos fueron analizados mediante la técnica de CSGE-
Heterodúplex. Posteriormente y siempre que fue posible, se extendió el análisis a las muestras de DNA de  
sangre periférica de las mismas pacientes en las que había sido encontrada alguna alteración en su 




8.6.3. ANÁLISIS DEL GEN KRAS  
 
           Se amplificaron los exones 2 y 3 donde se encuentran los codones 12, 13 y 61 del gen KRAS en 
las 42 muestras de DNA provenientes de tumores de endometrio utilizando los siguientes 
oligonucleótidos y las correspondientes condiciones de amplificación (tabla 6). 
 
 
Tabla 6, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR de los exones 2 y 3 del gen KRAS, con los tamaños 
del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centígrados. 
 





2 GATACACGTCTGCAGTCAACTG GGTCCTGCACCAGTAATATG 340 57 
3 GGTGCACTGAATAATTCCAGACT CATGGCATTAGCAAAGACTCA 300 57 
 
 
           Una vez amplificados los fragmentos, fueron analizados mediante secuenciación automática 
directa. Posteriormente y siempre que fue posible, se extendió el análisis a las muestras de DNA de  
sangre periférica de las mismas pacientes en las que había sido encontrada alguna alteración en su 





8.6.4. ANÁLISIS DEL GEN BRAF  
 
           Se amplificaron los exones 11 y 15 del gen BRAF en las 42 muestras de DNA provenientes de 
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucleótidos y las correspondientes condiciones de 
amplificación (tabla 7). 
 
 
Tabla 7, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR de los exones 11 y 15 del gen BRAF, con los 
tamaños del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centígrados. 
 





11 TCCCTCTCAGGCATAAGGTAA TAACACTGTTCAGTATTAT 231 53 
15 AAACTCTTCATAATGCTTGCTCTG GGCCAAAAATTTAATCAGTGG 231 55 
 
 
           Una vez amplificados, los fragmentos fueron analizados mediante la técnica de CSGE-
Heterodúplex. Posteriormente y siempre que fue necesario, se extendió el análisis a las muestras de DNA 
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de  sangre periférica de las mismas pacientes en las que había sido encontrada alguna alteración en su 




8.6.5. ANÁLISIS DEL GEN CTNNB1  
 
           Se amplificó el exón 3 del gen CTNNB1 en las 42 muestras de DNA provinientes de tumores de 




Tabla 8, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR del exón 3 del gen CTNNB1, con el tamaño del 
producto y la temperatura de anillamiento empleada en grados centígrados. 
 





3 TGCTTTTCTTGGCTGTCTTTC CTGACTTTCAGTAAGGCAATGA 400 54 
 
 
           Una vez amplificado, el fragmento fue analizado mediante secuenciación automática directa. 
Posteriormente y siempre que fue posible, se extendió el análisis a las muestras de DNA de  sangre 
periférica de las mismas pacientes en las que había sido encontrada alguna alteración en su 




8.6.6. ANÁLISIS DEL GEN TP53  
 
           Se amplificaron los exones del 4 al 10 del gen TP53 en las 42 muestras de DNA provenientes de 
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucleótidos y las correspondientes condiciones de 
amplificación (tabla 10). 
 
 
Tabla 10, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR de los exones del 4 al 8 del gen TP53, con los 
tamaños del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centígrados. 
 
 
           Una vez amplificados los fragmentos, fueron analizados mediante secuenciación automática directa. 
Posteriormente y siempre que fue posible, se extendió el análisis a las muestras de DNA de  sangre 
periférica de las mismas pacientes en las que había sido encontrada alguna alteración en su 




8.6.7. ANÁLISIS DEL GEN CDH1  
 
           Se amplificaron los 16 exones del gen CDH1 en las 42 muestras de DNA provenientes de tumores 
de endometrio utilizando los siguientes oligonucleótidos y las correspondientes condiciones de 
amplificación (tabla 9). 
 





4 CAACGTTCTGGTAAGGACAA GCCAGGCATTGAAGTCTCAT 445 58 
5 GCCGTGTTCCAGTTGCTTTA AGGAGGGGCCAGACCTAAGA 351 60 
6 AGCGCTGCTCAGATAGCGAT TAAGCAGCAGGAGAAAGCCC 331 58 
7 AAGGCGCACTGGCCTCATCTT GAGGTGGATGGGTAGTAG 266 58 
8 GACCTGATTTCCTTACTGCCT TCTCCTCCACCGCTTCTT 219 58 
9 GGAGACCAAGGGTGCAGTAT GCCCCAATTGCAGGTAAAAC 233 58 
10 GGTACTTGAAGTGCAGTTTCT CAGCTGCCTTTGACCATGAA 344 58 




           Una vez realizada la amplificación, los fragmentos fueron analizados mediante la técnica de 
CSGE-Heterodúplex. Posteriormente y siempre que fue necesario, se extendió el análisis a las muestras 
de DNA de  sangre periférica de las mismas pacientes en las que había sido encontrada alguna alteración 




Tabla 9, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR de los 16 exones del gen CDH1, con los tamaños 
del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centígrados. 
           
 
8.6.8. ANÁLISIS DEL GEN CDKN2A  
 
           Se amplificaron los 2 exones del gen CDKN2A en las 42 muestras de DNA provenientes de 
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucleótidos y las correspondientes condiciones de 
amplificación (tabla 11). 
 
 
Tabla 11, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR de los 2 exones del  gen CDKN2A, con los    
tamaños del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centígrados. 
 





1 GAAGAAAGAGGAGGGGCTG GCGCTACCTGATTCCAATTC 340 56 
2 GCTCTACACAAGCTTCCTTTCCGTCA GACCGGAGACTGGTCTCCCGGGCTG 481 56 
            
 
           Una vez amplificados, los fragmentos fueron analizados mediante secuenciación automática 
directa. Posteriormente y siempre que fue necesario, se extendió el análisis a las muestras de DNA de  
sangre periférica de las mismas pacientes en las que había sido encontrada alguna alteración en su 




8.6.9. ANÁLISIS DEL GEN hMLH1 
 
           Se amplificaron los 19 exones del gen hMLH1 en las 42 muestras de DNA provenientes de 
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucleótidos y las correspondientes condiciones de 
amplificación (tabla 12). 
 
           Una vez realizada la amplificación, los fragmentos fueron analizados mediante la técnica de 
CSGE-Heterodúplex. Posteriormente y siempre que fue necesario, se extendió el análisis a las muestras 
de DNA de  sangre periférica de las mismas pacientes en las que había sido encontrada alguna alteración 





1 AATGCGTCCCTCGCAAGTCA GTGAACCCTCAGCCAATCAG 271 52 
2 TCACCCGGTTCCATCTAC CAACCTCCTCTTCTTTAT 201 50 
3 GCTCTTTTTAATCTGTC GTACCAAGGCTGAGAAACCT 339 55 
4 CTTGTTCCTCATCTTCTTCTTTC CCCTTTCTCTCCTTGGTACT 260 55 
5 GTTGGGATCCTTCTTTACTA AAATCCTGGTGGATGTTAC 398 55 
6 CTCACTAGGTTCTTTCAG AACCTTTGGGCTTGGACA 313 55 
7 AGCTTGTCTAAACCTTCATC GCTTAGACCATCACTGTATT 288 55 
8 TTGGTTGTGTCGATCTCTCT CAGATGTACCCTTAGTCG 262 55 
9 GTACTTGTAATGACACATCTC TGCCAGTTTCTGCATCTTGC 356 55 
10 GTACTTGTAATGACACATCTC AACCAGTTGCTGCAAGTCAG 488 55 
11 GTTGTTTGCTCGTCCTATTC GAACTAGCTAGGAGGTCGAG 248 55 
12 TGGGGATTCATTACTCTTGC GCATGGCAGTTGGAGCAAAGT 312 55 
13 TTTCCTCCCCTGGTCTCATC TGAGTCACTTGCCAGGA 386 55 
14 CTCTCAACACTTGCTTC AGAGATCACCACTGAGCTAC 206 55 
15 CATAGCCCTGTGTGTATGAC CGGATGCTTTGGCTTTCCAC 270 55 
16 AGATGACATGTGTGCCCTTC ATTTCTGCATTTCCCAGCAC 390 55 
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Tabla 12, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR de los 19 exones del  gen hMLH1, con los tamaños 
del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centígrados. 
 
8.6.10. ANÁLISIS DEL GEN hMSH2  
 
           Se amplificaron los 16 exones del gen hMSH2 en las 42 muestras de DNA provenientes de 
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucleótidos y las correspondientes condiciones de 
amplificación (tabla 13). 
 
           Una vez realizada la amplificación, los fragmentos fueron analizados mediante la técnica de 
CSGE-Heterodúplex. Posteriormente y siempre que fue necesario, se extendió el análisis a las muestras 
de DNA de  sangre periférica de las mismas pacientes en las que había sido encontrada alguna alteración 




Tabla 13, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR de los 16 exones del  gen hMSH2, con los amaños 
del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centígrados.  
 
 





1 TTCGACATGGCGGTGC GTCCCTCCCCAGCACG 285 56 
2 ATGTACATTAGAGTAGTTGCAGACTGATAAATT AGTTTCCAGAACAGAGAAAGGTCC 221 56 
3 CAAGAAAATGGGAATTCAAAGAGAT CTAACAAATGACAGACAATGTCATCAC 241 55 
4 CCTTTGGTGAGGTGACAGTGG CAGGATTACTCTGAGACCTAGGCAA 221 56 
5 TTTTCCCCTTGGGATTAGTATCTATC CCCTGAAAACTTAGAAGCAATTTTATTT 227 53 
6 GGACATCTTGGGTTTTATTTTCAAG TGTTCAATGTATGAGCACTAGAACACA 235 56 
7-8 GGGCTCTGACATCTAGTGTGTGTT AAAATAATGTGATGGAATGATAAACCA 417 56 
9 TCTGATTCTTTTGTAATGTTTGAGTTTTG CATAAAATTCCCTGTGGGTGTTTC 241 55 
10 CTGAGGTGATTTCATGACTTTGTGT GAGGAGAGCCTGATAGAACATCTGT 251 56 
11 GTGGGCTTTTTCTCCCCCT CTCTCACGTCTGGCCGG 281 56 
12 TTTTTTAATACAGACTTTGCTACCAGGAC GTTTTATTACAGAATAAAGGAGGTAGGCTG 346 55 
13 CCAAAATGCAACCCACAAAATT AACCTTGGCAGTTGAGGCC 282 56 
14 GGTGTCTCTAGTTCTGGTGCCTG TGCCTGTGCTCCCTGGA 271 56 
15 CCCATTTTGTCCCAACTGGTT GAGAGCTACTATTTTCAGAAACGATCAG 203 56 
16 TGGGAATTCAGGCTTCATTTG GCACCCGGCTGGAAATT 292 56 
17 GCACTGGAGAAATGGGATTTG CCTCCAGCACACATGCATG 221 56 
18 AGTCTGTGATCTCCGTTTAGAATGAG TTGTATGAGGTCCTGTCCTAGTCCT 241 56 
19 CATCAGCCAGGACACCAGTG CGGAATACAGAGAAAGAAGAACACA 288 56 





1 TTCGACATGGCGGTGC GTCCCTCCCCAGCACG 258 56 
2 GAAGTCCAGCTAATACAGTGCTTGA AAACACAATTAAATTCTTCACATTTTTATTTT 301 53 
3 AGAGTTTGGATTTTTCCTTTTTGC TCATGTCAATTAAAGAGCCTTTCC 241 56 
4 TTCATTTTTGCTTTTCTTATTCCTTTT ATATGACAGAAATATCCTTCTAAAAAGTCACTAT 316 50 
5 ACTGGATCCAGTGGTATAGAAATCTTC GCTTCTTCAGTATATGTCAATGAAAACA 285 53 
6 GCGTAGTAAGGTTTTCACTAATGAGC CATGTGGGTAACTGCAGGTTACA 256 56 
7 TGAGACTTACGTGCTTAGTTGATAAATTT GCACATTGCCAAGTATATATTGTATGAG 341 53 
8 TGATGCTTGTTTATCTCAGTCAAAATT AATCTACAAACTTTCTTAAAGTGGCCTT 257 53 
9 GTCTTTACCCATTATTTATAGGATTTTGTCA GTATAGACAAAAGAATTATTCCAACCTCC 217 56 
10 ATTGAAAAATGGTAGTAGGTATTTATGGAA CACATCATGTTAGAGCATTTAGGGA 274 54 
11 ATATGTTTCACGTAGTACACATTGCTTCTA TCAAATATCATGATTTTTCTTCTGTTACC 249 54 
12 GGGTTTTGAATTCCCAAATG ACAAAACGTTACCCCCACAA 393 53 




15 TACATAAATTGCTGTCTCTTCTCATGC AAAAACCTTCATCTTAGTGTCCTGTTT 311 56 
16 TAATTACTAATGGGACATTCACATGTGT TACCTTCATTCCATTACTGGGATTT 230 55 





8.6.11. ANÁLISIS DEL EXÓN 1 DEL GEN HDAC2  
 
           Se amplificó el exón 1 del gen HDAC2 en las 42 muestras de DNA provenientes de tumores de 




Tabla 14, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR del exón 1 del gen HDAC2, con el tamaño  
del producto y la temperatura de anillamiento empleada en grados centígrados. 
 





1 ACCTCCCATTCGGAGCTTT CCACTCACCCTCTGAGTACT 282 55 
 
 
           Una vez amplificados, los fragmentos fueron analizados mediante secuenciación automática 
directa. Posteriormente y siempre que fue posible, se extendió el análisis a las muestras de DNA de  
sangre periférica de las mismas pacientes en las que había sido encontrada alguna alteración en su 




8.7. ESTUDIOS DE PERTENENCIA ALÉLICA DE MUTACIONES EN 
EL GEN PTEN 
 
           Para determinar la pertenencia a uno u otro alelo de las mutaciones en el gen PTEN en las muestras 
en las que aparecieron más de una alteración puntual se recurrió al clonaje de los fragmentos DNA de 
interés en vectores de clonación.  
 
           Para ello, se amplificaron mediante PCR los fragmentos donde fueron identificadas las mutaciones 
y dichos productos fueron subclonados en el vector de clonación pGEM®-T easy (Promega), constituido 
por una doble cadena de DNA lineal que permite ligar en sus extremos productos de PCR para su 
posterior secuenciación, sin necesidad de que estos sean manipulados previamente. Este vector ofrece la 
posibilidad de seleccionar por color las colonias que contienen las construcciones ligadas, ya que el sitio 
de clonaje interrumpe una secuencia del operón LacZ, y de selección de transformación ya que contiene 
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Figura 17, Esquema del vector de clonación pGEM®-T easy (Promega). Aparecen representados el mapa de  restricción de 
enzimas de corte único y las secuencias funcionales de referencia. 
 
 
           Para realizar dichas construcciones, se procedió a la ligación del material amplificado con el 
vector, empleando de 2 a 5 µL DNA del inserto y 20 ng del vector. Dicha mezcla se incubó en presencia 
de la enzima T4 DNA ligasa 1U, 1 µL de tampón específico (2x Rapid ligation buffer) y ddH2O hasta un 
volumen de 10 µL durante 3 a 4 horas a una temperatura de 22oC o bien durante 15 horas a temperatura 
de 15oC. 
 
           Las reacciones de ligación fueron utilizadas para la trasformación de la cepa bacteriana competente 
TG1 derivada de E. Coli. Para ello, se sembró una colonia de esta cepa en medio 2xTY, y se dejó crecer a 
37oC en agitación hasta alcanzar una D.O.600 aproximada de 0,6. El cultivo se centrifugó a 1200 g durante 
10 minutos a 4oC. El botón celular obtenido se resuspendió en 100 mL de CaCl2 100 mM a 4
oC y, 
después de una nueva centrifugación de iguales condiciones, las bacterias se resuspendieron en 100 mL 
de CaCl2 100 mM. Se distribuyeron en cantidades de 120 µL que se congelaron inmediatamente en 
nitrógeno líquido y se almacenaron a -80oC hasta su uso.  
 
           Para la transformación bacteiana, se utilizó a un volumen de 30 µL de bacterias competentes, 
descongeladas en hielo previamente, que se incubaron con 5 µL de la reacción de ligación durante 1 hora 
en hielo. Pasado ese tiempo, la mezcla se sometió a un choque térmico de 42oC durante 2 minutos, y se 
añadieron 200 µL de 2xTY, para proseguir con una incubación de la mezcla a 37oC en agitación durante 
30 minutos. La bacteria transformada se sembró, junto con 50 µL de IPTG (20 mg/mL), que induce la 
transcripción del operón LacZ, y 50 µL del sustrato X-Gal (20 mg/mL), en medio sólido preparado con 
100 µg/mL de ampicilina para llevar a cabo la selección de transformación. Las placas de cultivo se 
incubaron en una estufa a 37oC durante 10 a 12h.  
           Las colonias blancas, que no adquirieron coloración azul debido a que la clonación del inserto 
interrumpía la secuencia codificante del operón LacZ presente en el vector, se sembraron en 8 mL de 
2xTY suplementado con ampicilina y se incubaron a 37oC en agitación constante durante 6 a 10 horas, 
para aumentar su crecimiento, aumentar la replicación del plásmido y con ello obtener mayores 
cantidades de vector con la construcción de interés. Seguidamente, se centrifugaron los cultivos durante 
10 minutos a 1500 r.p.m y se decantó el sobrenadante para obtener el botón bacteriano. La extracción del 
DNA plasmídico con el inserto se llevó a cabo mediante el kit comercial Rapid DNA plasmid Miniprep® 
(GeneDan S.L.) según las especificaciones del fabricante, empleando una lisis alcalina seguido de un paso 
de precipitación y neutralización que hace precipitar proteínas y DNA genómico de la bacteria, tras lo 
cual se precipitó con isopropanol el DNA plasmídico y se procedió a la posterior purificación y 
concentración con etanol al 70%.  
 
           Para analizar si las colonias seleccionadas contenían los vectores con los insertos de interés, se 
realizó una digestión con enzimas de restricción específicas del vector de clonación. Se escogieron para 
ello las enzimas ApaI y SacII (Fermentas) cuyos sitios de corte se encuentran localizados a ambos lados 
del inserto  y se usó un tampón de digestión específico (10x B+ buffer). La incubación se realizó durante 
3 a 5 horas a 37oC según recomendaciones del fabricante. La presencia de los insertos se comprobó 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. 
 
           Por último, se procedió a la determinación de la secuencia nucleotídica mediante secuenciación 
automática del inserto usando los oligonucleótidos universales del vector de clonación T7 y SP6 y 
comprobando la presencia o ausencia de las alteraciones encontradas previamente.   
 
 
8.8. ESTUDIOS DE PÉRDIDAD DE HETEROCIGOSIDAD DEL GEN 
PTEN           MEDIANTE DIGESTIÓN CON ENDONUCLEASAS 
 
           Para comprobar la presencia de los dos alelos en el gen PTEN en muestras de carcinoma 
endometrial, se procedió al estudio de un polimorfismo de este gen localizado en el intrón 4 
(IVS4+109ins5), consecuencia de la inserción de las bases ACTAA.   
 




           Este estudio se realizó mediante amplificación por PCR de la región donde se localiza este 
polimorfismo, y posterior digestión con la endonucleasa AflII (BspTI) (Fermentas) del producto 
amplificado.  
 
           Las condiciones de la amplificación así como la secuencia de los oligonucleótidos utilizados se 
muestran a continuación en la tabla 15. 
Tabla 15, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR de la región del polimorfismo IVS4+109ins5      
del gen PTEN, con el tamaño  del producto y la temperatura de anillamiento empleada en grados centígrados. 
 





Int 4 CTAATTGCATACACTTAATC TAGGAAAAAGTATTGCATAAAG 453 56 
            
 
           La digestión del producto amplificado con la endonucleasa de elección se realizó según las 
especificaciones del fabricante en cuanto a concentración de reactivos, buffer utilizado, temperatura y 
tiempo necesario de incubación. Esta endonucleasa produce un corte en la secuencia de DNA 5´-
C*TTAAG-3´ de tal forma que cuando no está presente la inserción del polimorfismo IVS4+109ins5, la 
endonucleasa no produce el corte en la secuencia y podemos ver un único fragmento de un tamaño de 453 
bp. Cuando el polimorfismo de la inserción de 5 bp ocurre en ambos alelos se genera una secuencia de 
corte para la endonucleasa AflII de tal forma que el resultado de la digestión produce un fragmento de 
425 bp y 23 bp; y cuando el polimorfismo se encuentra en heterocigosis, el corte se producirá en un único 
alelo, generando fragmentos de tamaños 453 bp, 425 bp y 23 bp (figura 18).  
 
           El resultado de la digestión de fragmentos de PCR se resolvió realizando una electroforesis en gel 









Figura 18, Resultado de la electroforesis en gel de agarosa de la digestión del fragmento de PCR del polimorfismo 
IVS4+109ins5 del gen PTEN. El resultado del pocillo 1 corresponde al marcador de pesos moleculares, pocillo 2 muestra 
heterocigota, pocillo 3 muestra homocigota sin inserción y pocillo 4 muestra homocigota para la inserción. La banda de 23 
bp no se visualiza en los pocillos 2 y 4. 
 
 
8.9. ESTUDIOS DE PÉRDIDAD DE HETEROCIGOSIDAD DE TP53 
MEDIANTE PCR A TIEMPO REAL CUANTITATIVA 
COMPARATIVA 
 
          Para comprobar la presencia de los dos alelos del gen TP53 en muestras de DNA tumoral de 
carcinoma endometrial, recurrimos a la técnica PCR a tiempo real cuantitativa comparativa. Esta técnica 
permite detectar y evaluar la progresión de la reacción de amplificación en cada uno de sus ciclos. Se 
fundamenta en la adaptación a un termociclador de un lector de fluorescencia, que detecta la 
fluorescencia emitida por sondas o componentes intercalantes unidos al DNA. La monitorización de esta 
fluorescencia permite analizar la cinética de la PCR en cada uno de sus ciclos, determinando el número de 
copias del fragmento de interés al inicio de la reacción. Este valor se puede cuantificar con gran precisión 
a través del ciclo umbral (Ct). El Ct es el número de ciclos necesarios para que se produzca un aumento 
de fluorescencia significativo con respecto a la señal de base, y es inversamente proporcional a la 
cantidad inicial de moléculas molde (figura 19). 
 
           Por tanto, el uso de la PCR a tiempo real cuantitativa comparativa, permite cuantificar la cantidad 
de DNA de un determinado fragmento comparando esta amplificación con otra realizada 
simultáneamente y siempre que ambas pertenezcan a la misma muestra. Para analizar estos cambios 
relativos se elige como patrón un fragmento de referencia que no varíe su carga genética en la patología a 
1      2     3        4 
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analizar. Comparando los Ct del fragmento de referencia con el fragmento problema en la muestra de la 
paciente y de un control, se pueden determinar cambios relativos en la carga genética como pérdidas de 
heterocigosidad, grandes deleciones o amplificaciones en el gen de interés. De este modo, las cantidades 
relativas de los dos productos seguirán siendo las mismas si la cantidad de los fragmentos de DNA de 
partida son iguales; o por el contrario, si hubiera una discrepancia en estos valores iniciales, la cantidad de 















Figura 19, Gráfica de la curva de amplificación de la PCR a tiempo real cuantitativa comparativa, donde se    representa en 
el eje de abscisas el número de ciclos de la reacción y en el eje de ordenadas la diferencia de luorescencia emitida (diferencia 
entre valor medido y el valor residual al inicio de la reacción) en unidades arbitrarias. El ciclo umbral corresponde con la 
intersección de la línea roja con el ciclo en el eje de abscisas.  
           Por estas razones, esta técnica requiere la amplificación de varios fragmentos: el fragmento 
correspondiente a la secuencia de interés, que en el caso de nuestro estudio correspondió con el exón 7 del 
gen TP53, el fragmento de referencia, que en nuestro caso fue una región del cromosoma 12q14.3. 
Además, fue necesario utilizar un control que fue sometido a las mismas amplificaciones.  
 
           En estos ensayos, utilizamos Sybr Green como agente fluoróforo, ya que se une con gran afinidad 
al surco menor del DNA bicatenario, aumentando su fluorescencia unas 1000 veces; los oligonucleótidos 
empleados para las amplificaciones se muestran en la tabla 16 y cada amplificación fue realizada con 3 
réplicas para minimizar la variabilidad de concentración de las muestras. 
 
 
Tabla 16, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR a tiempo real cuantitativa comparativa del  gen 
TP53 y de la región del cromosoma 12q14.3, con sus tamaños y sus temperaturas de anillamiento. 
 





TP53 ex 7 AAGGCGCACTGGCCTCATCTT GAGGTGGATGGGTAGTAG 266 




           La curva de fusión (“melting”) del producto es otro parámetro que permite la caracterización del 
producto amplificado de acuerdo con su temperatura de fusión (Tm) (figura 20). Ésta curva se obtiene tras 
el fin de la amplificación y se produce como consecuencia del decaimiento de la señal fluorescente 
debido a la fusión dependiente de la temperatura del producto. La derivada de la curva de fusión nos 
revela un pico máximo que  corresponde con esta temperatura. 
 
 













Figura 20, Gráfica de la curva de fusión del producto de amplificación, donde se representa en el eje de abscisas la         
temperatura en grados centígrados y en el eje de ordenadas la fluorescencia en unidades arbitrarias. La Tm corresponde 
con el punto más alto de fluorescencia del pico de la curva. 
            
 
           La amplificación se llevó a cabo en un volumen de 20 µl con las siguientes condiciones: 10 µl de 
SyBR Green® Master Mix (Applied Biosystems), 0,7 µl de cada oligonucleótido, 1,0 µl de DNA a una 
concentración de 15 ng/µl mediada en un espectrofotómetro Nanodrop® ND1000 y 9 µl de ddH2O 
libre de nucleasas. También se realizaron controles negativos con todos los componentes de la reacción 
sin DNA para asegurar la ausencia de contaminación en las reacciones de amplificación. 
  
           El programa de amplificación utilizado para la obtención de las curvas de fusión (“melting”) se 
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Figura 21, Esquema representativo del programa del termociclador para la cuantificación relativa de fragmentos de DNA 
mediante PCR a tiempo real cuantitativa comparativa, donde A es el tiempo de desnaturalización previa, BCD son las 
tramos de desnaturalización, anillamiento de los oligonucleótidos y elongación que se repiten 40 ciclos, y EFG es el 
programa para obtener las curvas de fusión (“melting”) de los fragmentos amplificados. Se incluyen las respectivas 
temperaturas de cada tramo. 
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8.10. ANÁLISIS DE INESTABILIDAD DE MICROSATÉLITES 
(MSI) 
 
         Se analizó la inestabilidad de microsatélites  en 11 muestras de tejido tumoral y sangre periférica. Se 
usaron ocho marcadores de microsatélites, incluidos los cinco recomendados en el panel de Bethesda155 
(BAT25, BAT26, D5S346, D2S123 y D17S250) (tabla 17).  
 
 
Tabla 17, Marcadores para el estudio de MSI donde se incluye la localización en el cromosoma y en el gen orrespondiente, 
número de repeticiones que presenta, el fluorocromo, modificando el oligonucleótido forward y señalado con un asterisco, 
así como la secuencia de ambos oligonucléotidos y el tamaño aproximado del producto de PCR. 








Intrón del oncogén c-
Kit 




Intrón 5 del gen  
hMSH2 
1 bp HEX 
*TGACTACTTTTGACTTCAGCCACC
ATTCAACATTTTTAACCC 100-120 
D5S346 5q21-22 Locus del gen APC 2 bp FAM 
*ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG 
AGCAGATAAGACAGTATTACTAGT 100-130 
D2S123 2p16 Locus del gen hMSH2 2 bp FAM 
AAACAGGATGCCTGCCTTTA 
GGACTTTCCACCTATGGGAC 200-230 
D17S250 17q11.2 Locus cromosoma 17 2 bp FAM *GGAAGAATCAAATAGACAAT GCTGGCCATATATATATTTAAACC 140-170 
BAT40 1p12 
Intrón 2 del gen  
2-β-OH-EDH 




Locus del gen Paired 
Box 
1 bp HEX 
*ACTTCTAGGACTCATTTCCC 
CTGAATTAACACAATATTTC 130-140 
MYCL1 1p34.4 Locus del gen MYCL 1 bp HEX *TGGCGAGACTCCATCAAAG CTTTTTAAGCTGCAACAATTTC 160-170 
          Las reacciones de amplificación se realizaron con 0,08 µL de Gold Taq DNA polimerasa® 
(Applied Biosystems) 5U/µL, 1,0 µL de tampón adecuado (10x PCR Buffer II), 0,8 µL de solución de  
MgCl2 2,5mM, 1,0 µL de dNTPs (desoxinucleótidos trifosfato) 25 uM, 0,3 µL de cada oligonucleótido 
0,3 uM y 1,0 µL de DNA obtenido por los métodos anteriormente descritos (concentración entre 0,1 y 0,2 
µg/mL). El volumen final de reacción fue en todos los casos de 10 µL que se ajusto con ddH2O libre de 
nucleasas. Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador de Applied 
Biosystems, cuyas condiciones generales de amplificación se muestran en la figura 22. 
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Figura 22, Esquema representativo del programa del termociclador para la amplificación de fragmentos de DNA parande A 
es el tiempo de desnaturalización previa, BCD son las tramos de desnaturalización, anillamiento de los oligonucleótidos y 
elongación, y E es el tiempo de extensión final seguido de una bajada de temperatura para su conservación (F), cuando 
finaliza. Se incluyen las respectivas temperaturas de cada tramo y el número de ciclos de BCD. 
 
 
           El análisis de los fragmentos amplificados se llevó a cabo resuspendiendo en 1 µL  de producto 
amplificado 12 µL de formamida desionizada y 0,2 µL de marcador de tamaños ROX (GenScan™500). 




Esta mezcla se analizó en un secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied Biosystems) y los resultados se 
visualizaron mediante el software Peak Scanner v1.0 comparando los electroferogramas procedentes de 
las muestras de DNA de sangre periférica con los procedentes de tejido tumoral para ver diferencias de 














Figura 23, Espectros de las secuencias de microsatélites, donde los espectros azul y verde corresponden al marcador 
correspondiente (D17S259 y BAT40) y rojo a ROX500. MSS=marcador estable; MSI=marcador  inestable. 
 
 
8.11. ANÁLISIS DE GRANDES ALTERACIONES 
CROMOSÓMICAS DE    LOS GENES hMLH1 Y hMSH2 
 
 
8.11.1. MLPA (“Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”) 
 
           Para el estudio de grandes pérdidas/amplificaciones genómicas de los  genes hMLH1 y hMSH2 se 
empleó la técnica de amplificación por PCR multiplex dependiente de ligación (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA)). Es un método empleado para establecer el número de copias 
existente en hasta 45 secuencias de DNA en una única reacción. Fue descrito por Schouten en 2002205 y 
consta de cuatro etapas: desnaturalización, hibridación, ligación y amplificación.  
 
           Cada reacción de amplificación consta de dos tipos diferentes de sondas específicas (figura 24), 
que llevan incorporado uno de los oligonucleótidos universales empleados para la amplificación final de 
los fragmentos. Con ello se reduce la inespecificidad de la técnica, puesto que es imprescindible que 
ambas sondas reconozcan las regiones de unión para que se lleve a cabo la amplificación. 
 
Secuencias de hibridación
Secuencia del oligonucleótido sentido de PCR 
(oligonucleótido sintético de 50 a 60 bp)
Secuencia del oligonucleótido antisentido de PCR 
(oligonucleótido derivado del fago M13 de 60 a 450 bp)
Secuencia “stuffer”, 
(diferente en cada sonda)
Figura 24, Esquema de las sondas empleadas para MLPA. 
 




           En un primer paso, la mezcla de las sondas de MLPA se añade al DNA genómico previamente 
desnaturalizado. Las dos partes de la sonda hibridan con secuencias diana adyacentes y ligan mediante 
una enzima ligasa termoestable (figura 25). 
 
 
Secuencias diana de DNA genómico
Ligación por la ligasa termoestable
 
Figura 25, Etapa de hibridación y ligación de las sondas para MLPA. 
 
 
            La secuencia que proporcionan las dos sondas ligadas sirve como molde para la amplificación, 
utilizando oligonucleótidos universales y específicos de las sondas empleadas anteriormente marcados 
con un flourocromo en uno de sus extremos. Los productos amplificados se someten a una cromatografía 
capilar y el resultado se visualiza en forma de electroferograma. 
 
           El  kit utilizado para el análisis de delecciones o reordenamientos de los genes hMLH1 y hMSH2 
es SALSA P003 MLH1/MSH2 (MCR-Holland, Ámsterdam, Holanda). Este kit contiene una mezcla de 
46 sondas para cada uno de los 19 exones de hMLH1 y los 16 exones de hMSH2; y 9 sondas para otras 
regiones cromosómicas que sirven de control interno del proceso. Además, incluye 4 fragmentos que 
sirven para determinar que la cantidad de DNA empleada así como la desnaturalización e hibridación del 
proceso, son correctas. El total de material amplificado genera fragmentos de entre 130 a 490 bp, según 
especificaciones del fabricante. La relación de sondas utilizadas, los tamaños de amplificación así como 
la región donde se localizan están recogidos en las tablas 56a y 56b del apartado anexos de este trabajo. 
 
           Los ensayos de MLPA se realizaron en los 42 DNA de tumor extraídos a partir de las muestras de 
carcinoma endometrial y en los DNA de las correspondientes muestras de sangre periférica en los que se 
encontró alguna alteración en la muestra tumoral. La preparación de las muestras para los ensayos de 
MLPA parten de 100 ng de DNA diluidos en ddH2O hasta un volumen de 5 µL y las condiciones de 
desnaturalización, hibridación, ligación y amplificación fueron las estipuladas por el fabricante con unas 
ligeras modificaciones que se exponen en la figura 26.  
 
           Para comprobar la correcta amplificación, se realizó una eletroforesis horizontal en un gel al 2% de 
agarosa mediante el procedimiento anteriormente descrito, cargando 6 µl de cada producto de PCR en los 
pocillos del gel.  
 
           El análisis de los fragmentos se realizó preparando cada muestra con 12 µL de formamida 
desionizada, 0,2 µL del marcador de tamaños ROX (GeneScanTM-500) y 2,0 µL del producto de PCR. 
Esta mezcla se analizó en un secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied Biosystems) y los resultados se 
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Figura 26, Esquema representativo del procedimiento para los pasos de desnaturalización, hibridación, ligación y amplificación de los ensayos de MLPA, donde A es la fase de desnaturalización de   DNA 
de la muestra. Posteriormente se añade el mix de sondas (B), seguido de la fase de hibridación de estas sondas (C y D). La fase de ligación consta de un primer periodo donde se  añade los reactivos que 
contienen la enzima ligasa ( E ) seguido del periodo donde se produce la ligación, finalmente se produce la inactivación de esta enzima (F). En la etapa de amplificación, el esquema seguido es semejante a los 
anteriores descritos. En esta fase se añaden todos los reactivos necesarios suministrados por el proveedor (TaqPolimerasa, oligonucleótidos, tampones específicos, etc). Consta de una primera etapa de 
desnaturalización de DNA (H), seguido de una etapa de anillamiento de los oligonucleótidos universales marcados (I) y un periodo de extensión por la TaqPolimerasa (J). Todo este proceso se repite durante 
35 ciclos y se concluye con un último periodo de extensión final (K). El último periodo (L) está destinado a la conservación del producto generado.  
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           Los resultados se analizaron mediante comparación del valor de las alturas de los picos generados 
en el electroferograma por los productos de amplificación de cada muestra y una media de los valores de 
la altura de esos mismos picos producto de la amplificación de tres muestras control que no presentan 
carcinoma endometrial. Para esta comparación se procedió a realizar un promedio de los valores 
generados para cada control mediante la siguiente ecuación:  
 
                      Altura de pico A / Media de las alturas del 1º, 2º, etc, pico control de los controles 
Valor Control = 
                Altura de pico A / Media de las alturas de los picos A de los controles 
 
           De esta manera se generan 9 valores control por cada pico (9 amplificaciones de regiones 
cromosómicas diversas que sirven de control interno de la reacción) sobre los que se calculó la media. La 
falta de alteraciones (delecciones o inserciones) en los productos amplificados genera valores de 1±0,2. 
La presencia de deleciones de un alelo genera valores promedio de 0,5±0,2, y amplificaciones genera 
valores de 1,5-2±0,2, en función del número de copias adquiridas. Cada muestra fue analizada mediante 
este método por duplicado. 
 
           Para corroborar los resultados obtenidos mediante los ensayos de MLPA en los genes hMLH1 y 
hMSH2 se recurrió a la técnica de PCR a tiempo real cuantitativa comparativa anteriormente expuesta en 
este trabajo (tabla 18 y figura 21). 
  
 
Tabla 18, Secuencia de los oligonucleótidos para la amplificación por PCR a tiempo real cuantitativa comparativa del gen 
hMLH1 y de la región del cromosoma 12q14.3, con sus tamaños y sus temperaturas de anillamiento. 
 





hMLH1 ex 3  CAAGAAAATGGGAATTCAAAGAGAT CTAACAAATGACAGACAATGTCATCAC 241 
hMLH1 ex 10 CTGAGGTGATTTCATGACTTTGTGT GAGGAGAGCCTGATAGAACATCTGT 251 
hMSH2 ex 8 TGATGCTTGTTTATCTCAGTCAAAATT AATCTACAAACTTTCTTAAAGTGGCCTT 257 
hMSH2 ex 11 ATATGTTTCACGTAGTACACATTGCTTCTA TCAAATATCATGATTTTTCTTCTGTTACC 249 




           La amplificación se llevó a cabo en un volumen de 20 µl cuyos componentes fueron : 
10 µl de SyBR Green® Master Mix (Applied Biosystems), 0,7 µl de cada oligonucleótido, 1,0 µl de 
DNA a una concentración de 15 ng/µl y 9 µl de ddH2O libre de nucleasas. También se utilizaron 
controles negativos con todos los componentes de la reacción sin DNA para asegurar la ausencia de 
contaminación en las reacciones de amplificación. Cada amplificación fue realizada con 3 réplicas para 
minimizar la variabilidad de concentración de las muestras. 
8.12. ANÁLISIS DEL ESTADO DE LA METILACIÓN DE LOS 
PROMOTORES DE LOS GENES hMLH1, hMSH2 Y hMSH6 
 
8.12.1. MS-MLPA (“Methylation Specific-Multiplex Ligation-dependent 
Probe Amplification”) 
 
           El método MS-MLPA (PCR multiplex específica de metilación dependiente de ligación) es una 
técnica especial derivada del MLPA donde se evalúa el estado de la metilación de los promotores de los 
genes sin necesidad de tratamientos previos del DNA con bisulfito, además de los cambios en el número 
de copias del gen206. Este método, al igual que en el MLPA también se compone de cuatro etapas: 
desnaturalización, hibridación, ligación y amplificación; salvo por una digestión previa al paso de 
amplificación final.   
 
           Las sondas utilizadas en MS-MLPA son similares a las utilizadas en MLPA excepto por una 
secuencia localizada en la región de hibridación que contiene un sitio de restricción para la endonucleasa 
específica de metilación HhaI que reconoce y produce un corte en la secuencia 5´-GCGC-3´ cuando esta 
no se encuentra metilada (figura 27). 
 
 






Secuencia del oligonucleótido 
sentido de PCR 
(oligonucleótido sintético 
de 50 a 60 bp)
Secuencia del oligonucleótido
antisentido de PCR 
(oligonucleótido derivado del 
fago M13 de 60 a 450 bp)
Secuencia “stuffer”, 
(diferente en cada sonda)
Sitio de restricción  
Hha1 específico de 
metilación
 
Figura 27, Esquema de las sondas empleadas para MS-MLPA. 
       
 
           El  kit utilizado para el análisis del estado de la metilación de los genes hMLH1, hMSH2 y hMSH6 
es SALSA ME011-B1 MMR (MCR-Holland, Ámsterdam, Holanda). Este kit contiene una mezcla de 38 
sondas para 9 regiones del promotor del gen hMLH1, 4 regiones del gen hMSH2 y 3 regiones del gen 
hMSH6; y 25 sondas para otras regiones promotores de reparadores y regiones promotoras que sirven de 
control interno del proceso. Además, incluye 4 fragmentos que sirven para determinar que la cantidad de 
DNA empleada así como la desnaturalización e hibridación del proceso, son correctas. El total de material 
amplificado genera fragmentos de entre 130 a 418 bp, según especificaciones del fabricante. La relación 
de sondas utilizadas, los tamaños de amplificación así como la región donde se localizan están recogidos 
en la tabla 57 del apartado anexos de este trabajo. 
 
           Los ensayos de MS-MLPA se realizaron en los 42 DNA de tumor extraídos a partir de las muestras 
de carcinoma endometrial y en los DNA de las correspondientes muestras de sangre periférica. La 
preparación de las muestras para los ensayos partió de 100 ng de DNA diluidos en ddH2O hasta un 
volumen de 5 µL. Los ensayos se realizaron cumpliendo con las condiciones estipuladas por el fabricante 
de desnaturalización, hibridación, digestión-ligación y amplificación, en paralelo con los mismos ensayos 
donde no se realizó la fase de digestión para realizar posteriormente la comparación. 
 
           Para comprobar la correcta amplificación de los fragmentos, se realizó una eletroforesis horizontal 
en un gel al 2% de agarosa mediante el procedimiento anteriormente descrito, cargando 6 µl de cada 
producto de PCR en los pocillos del gel.  
 
           El análisis de los fragmentos se realizó preparando cada muestra con 12 µL de formamida 
desionizada, 0,2 µL del marcador de tamaños ROX (GeneScanTM-500) y 2,0 µL del producto de PCR. 
Esta mezcla se analizó en un secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied Biosystems) y los resultados se 








Picos del electroferograma donde se aprecian las 
diferencias en la metilación de las regiones estudi adas
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Figura 28, Electroferogramas de de las reacciones de MS-MLPA en DNA metilado, parcialmente metilado y no metilado, 
sometido o no a  digestión con endonucleasa Hha1. 
          
 
           Los electroferogramas obtenidos se analizaron mediante el mismo método que el MLPA. Para el 
análisis del estado de la metilación de los promotores, los cálculos se realizaron comparando el valor 
obtenido de la normalización de los picos de las muestras no digeridas con las sometidas a la digestión 
(ratio de metilación). El estado de la metilación de cada promotor estudiado se realizó obteniendo el valor 
estadístico de la mediana. Los valores de mediana inferiores a 0,3 fueron considerados como promotor no 
metilado, los valores comprendidos entre 0,3 y 0,75 fueron considerados como promotor moderadamente 
metilado y los valores de mediana mayores de 0,75 fueron considerados como promotor altamente 
metilado.     
 
 
9. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE GENES RELACIONADOS 
CON CARCINOMA ENDOMETRIAL 
 
 
9.1. CULTIVOS DE LÍNEAS CELULARES DE CARCINOMA 
ENDOMETRIAL 
 
           Para realizar los estudios de expresión de las proteínas en carcinoma endometrial se trabajó con 4 
líneas celulares de carcinoma endometrial que se presentan la tabla 19. 
 
 
Tabla 19, Líneas celulares de carcinoma endometrial utilizadas en este trabajo. 
 
Línea celular Especie Tipo celular Morfología 
HEC1B H. sapiens Carcinoma  endometrioide 
KLE H. sapiens Carcinoma  endometrioide 
AN3CA H. sapiens Carcinoma  endometrioide 
SKUT1 H. sapiens Leiomiosarcoma de útero 
Células adherentes 




           Todas las  líneas celulares empleadas en este estudio fueron cultivadas en el medio de cultivo 
DMEM suplementado con suero bovino fetal 10% (Gibco-BRL), glutamina 1 mM, penicilina 100 U/mL 
y estreptomicina 100 U/mL. 
 
           Todos los cultivos fueron incubados a 37ºC en un incubador (Cultek) en atmósfera húmeda con 
5% CO2. El medio de cultivo fue reemplazado cada dos o tres días y las células resembradas en nuevas 
placas de cultivo cuando alcanzaban la confluencia adecuada. 
 
           Para su conservación, las células se almacenaron en crioviales en nitrógeno líquido  
(-179ºC), donde sobreviven por periodos superiores a tres años en presencia de un agente crioprotector 
DMSO (dimetil sulfóxido), cuya función es la de sustituir las moléculas de H2O para evitar la formación 
de cristales que puedan romper estructuras celulares. Durante el proceso de descongelación, que ha de ser 
rápido puesto que el DMSO a temperatura ambiente es tóxico, se preparó en un tubo de 15 mL con 10 mL 
de medio completo atemperado, donde se fue añadiendo el contenido del criovial descongelado. Se 
procuró que las células se rehidrataran y que el DMSO difundiera cuanto antes.  
           La congelación de células y su almacenamiento para posteriores estudios, se realizó a partir de 
cultivo en fase exponencial que fue centrifugado a 1200 r.p.m. durante 5 minutos. El sobrenadante se 
decantó y el botón celular se resuspendió en 700 µL de medio suplementado con 200 µL de suero bovino 
fetal y 100 µL de DMSO. Después de una breve incubación en hielo, se dejó a -20ºC durante una o dos 
horas. Una vez trascurrido ese tiempo se mantuvo a  
-80ºC durante 24 horas y finalmente se almacenó definitivamente en nitrógeno líquido. 
 
 





9.2. WESTERN BLOT 
 
           Para la realización de estudios de expresión de las diferentes proteínas relacionadas con el 
desarrollo de carcinoma endometrial, se recurrió al uso de la técnica Western blot por inmunodetección 
especifica con anticuerpos, valorando la expresión de proteínas: PTEN, subunidad catalítica α de PI3K 
(110α), HDAC1, HDAC2 y HDAC3 en 38 extractos proteicos tumorales y de 4 líneas celulares de 
carcinoma endometrial. 
 
Preparación del gel  
 
           La electroforesis en presencia de SDS se realizó en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se 
utilizaron minigeles 0,75 mm de espesor y 10 cm de anchura, siendo la longitud aproximada del gel 
separador 4,5-5 cm y 1,5 cm la del gel empaquetador. El gel separador se preparó al 8% y contenía: 5 mL 
de solución concentrada de acrilamida/bisacrilamida (30%) (BioRad), 2,5 mL de 1,5 M Tris/HCl (pH 
8,8), 2,45 mL de ddH2O y 50 µL de SDS al 20%. Para la polimerización de los geles, se añadieron 50 µL 
de AMPS al 10% y 5 µL de TEMED (Serva) por cada 10 mL de gel. El gel empaquetador se preparó al 
4% y contenía: 1,33 mL de la solución concentrada de acrilamida/bisacrilamida (30%), 2,5 mL de 0,5 M 
Tris/HCl (pH 6,8), 6,15 mL de ddH2O y 125 µL de SDS al 20%. Para la polimerización de los geles se 
añadieron 50 µL de AMPS al 10% y 10 µL de TEMED por cada 10 mL de gel. 
 
Preparación de los extractos proteicos 
 
           Los extractos proteicos utilizados para el análisis se obtuvieron de 38 pacientes y a 4 líneas 
celulares de carcinoma endometrial. Una vez cuantificados, se prepararon muestras de 100 µg de proteína 
a las que se añadió ¼ de volumen de tampón Laemmli 4X (40% glicerol; 200 mM Tris-HCl (pH 6.8); 
10% SDS; 4% β-mercaptoetanol y 0,04% azul de bromofenol). Cada muestra fue 
desnaturalizada durante 2 minutos a 100ºC. 
 
 
Electroforesis de proteínas 
 
           Las muestras fueron cargadas en los pocillos del gel de acrilamida y se sometieron a electroforesis 
durante aproximadamente 1 hora y media a 150V (tiempo estimado en el cual el frente de electroforesis 
alcanza el final del gel) y a temperatura 4ºC. El tampón de electroforesis en el que se mantuvo siempre 
sumergido el gel estaba compuesto por 25 mM Tris-HCl (pH 8,3); 250 mM glicina y 0,1% SDS. Como 
marcador de peso molecular se usó PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas), donde los 
tamaños que muestra en KDa son: 250, 130, 100, 70, 55, 35, 27, 15 y 10.  
 
Electrotransferencia de proteínas  
 
           Una vez realizada la electroforesis, se procedió a la electrotransferencia de proteínas desde los 
geles a membranas de nitrocelulosa Hybond-P™ de 0,45 µm (GE Healthcare), usando el sistema de 
transferencia semiseca de Bio-Rad con un tampón compuesto por 192 mM glicina; 20% metanol y 25 
mM Tris/HCl (pH 8,5). Las membranas fueron previamente activadas durante 1 minuto con metanol, 
hidratadas con agua destilada y humedecidas en tampón de transferencia antes de ser puestas en contacto 
con el gel. La electrotransferencia se realizó siempre a temperatura ambiente durante 50 minutos y un 
voltaje constante de 15V. 
 
Tinción de proteínas en geles SDS-PAGE 
 
           Para verificar la eficiencia de la transferencia, las membranas fueron teñidas de manera reversible 
con solución Ponceau S durante 5 minutos a temperatura ambiente y en agitación continua. 
Posteriormente, se lavaron en ddH2O durante 2 minutos y se confirmó la tinción en color rojo del patrón 
de bandas correspondiente a las muestras bien transferidas. Para desteñir completamente las membranas 
se mantuvieron en agua destilada y en agitación durante 15 minutos adicionales. 
 
           Los geles se tiñeron con solución Azul de Coumasie durante 15 minutos a temperatura ambiente y 
en agitación constante; y posteriormente se lavaron en ddH2O durante 30 minutos para comprobar la 
ausencia de proteínas ya que fueron electrotransferidas previamente a la membrana.  




Inmunodetección especifica de proteínas (Western blot) 
 
           Una vez realizada la transferencia, se lavaron la membranas suavemente con tampón TBS-T (150 
mM NaCl; 10 mM Tris (pH 7,3); 0,1 % Tweed-20 (Bio-Rad)) antes de saturar todos los sitios 
inespecíficos de unión a proteínas con una solución de bloqueo preparada con TBS-T y 5% de leche en 
polvo descremada. El bloqueo de las membranas se llevó a cabo a temperatura ambiente durante 2 horas 
como mínimo y en agitación suave. A continuación, se procedió a lavar el excedente de solución de 
bloqueo con tres lavados sucesivos de 7 a 10 minutos cada uno con solución TBS-T y en agitación suave.  
Posteriormente, se incubaron las membranas con el anticuerpo primario correspondiente, preparado a la 
dilución apropiada en TBS-T con 2,5% de BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma-Aldrich). Esta primera 
incubación se llevó a cabo durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC y en agitación 
suave. Seguidamente y con el objeto de eliminar el exceso de anticuerpo unido inespecíficamente, se 
lavaron las membranas tres veces con TBS-T, durante 7 a 10 minutos cada una y en agitación suave. Es 
en este momento, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario preparado en TBS-T con 
2,5% de BSA y a la dilución apropiada, durante 45 minutos a temperatura ambiente. De nuevo para 
eliminar el exceso de anticuerpo secundario se llevaron a cabo tres lavados de 7 a 10 minutos cada uno 
con TBS-T. La relación de anticuerpos y condiciones utilizados para este análisis de expresión se muestra 
en la tabla 20.  
 
 
Tabla 20, Relación de anticuerpos utilizados para los estudios de expresión proteica, donde se indica el origen, la dilución a 
la que fueron usados y el fabricante. 
 
Tipo Ac Anticuerpo Origen Dilución Fabricante 
Anti-PTEN Mouse 1:200 Santa Cruz Biotech 
Anti-PI3K subunidad α Rabbit 1:1000 Abcam 
Anti-HDAC1 Rabbit 1:2000 Abcam 
Anti-HDAC2 Rabbit 1:2000 Abcam 
Anti-HDAC3 Rabbit 1:2000 Abcam 
Primarios 
Anti-β-Actina Mouse 1:10000 Sigma-Aldrich 
Anti-Mouse Sheep 1:5000, 1:10000 Sigma-Aldrich 
Secundaros 
Anti-Rabbit Goat 1:10000, 1:12000 Chemicon International 
            
 
           La detección de la señal de llevó a cabo mediante el método quimioluminiscente Immobilon™ 
Western (Millipore). Este método combina un sustrato suplementado por el fabricante que en presencia 
del anticuerpo secundario conjugado con la peroxidasa HRP (Horseradish Peroxidase) se genera un 
compuesto luminiscente capaz de impresionar una película autoradiográfica de alta sensibilidad 
Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare) y que determina el lugar exacto de este. Una vez realizada esta 
impresión, siempre en ausencia de luz, se procedió al revelado de la película autoradiográfica por 
impregnación de ésta en soluciones para el revelado (Kodak X-ray developer 1x) y posteriormente con 
solución para el fijado de la película (Kodak X-ray fixer 1x).  
 
           Después de la impresión, las membranas donde se encuentran las proteínas electrotransferidas se 
deshidrataron y secaron, incubándolas en metanol durante 1 minuto para realizar posteriormente, la 
detección del control de carga. Para esta detección, se utilizó un anticuerpo anti-β-Actina que reconoce 
específicamente esta proteína endógena ubicua en el tejido y así se asegura la presencia y cuantificación 
exacta de las proteínas en la muestra (tabla 20). Esta detección se llevó sobre estas mismas membranas, 
tras la rehidratación y posterior inmunodetección específica con el método descrito anteriormente. 
 
 
10. MÉTODOS INFORMÁTICOS 
 
 
10.1. PROGRAMAS PARA EL ESTUDIOS IN SÍLICO DE 
MUTACIONES  NO DESCRITAS 
 





           El estudio del comportamiento teórico de mutaciones “missense” en los diferentes genes no 
descritas previamente se llevó a cabo mediante el empleo de seis programas informáticos: PolyPhen, 
SNPS3D, Pmut, SIFT y Panther. PolyPhen, además, se empleó para deducir el grado de conservación de 
los aminoácidos. El estudio de la simulación de la estructura secundaria de las proteínas con mutaciones 
truncantes en fase de lectura se realizó con el programa PSIPRED. Asimismo, se empleó el programa 
bioinformático microRNA para predecir el anillamiento de microRNAs o RNAs de interferencia en los 
cambios encontrados, y el programa ESEfinder para predecir de forma teórica el efecto de las mutaciones 
sobre el procesamiento del mRNA por unión de proteínas a su sucuencia.  
 
 PolyPhen (Polymorphism Phenotyping) (http://www.bork.emblheidelberg.de/PolyPhen) 
 
           Este programa predice el posible impacto de una sustitución aminoacídica en la estructura y 
función de una proteína humana, empleando consideraciones físicas y comparativas207,208. Para realizar la 
predicción se lleva a cabo un alineamiento de secuencias pertenecientes a las proteínas homólogas en las 
especies que se encuentren descritas en BLAST. El resultado del alineamiento múltiple es empleado por 
el software PSIC (Position-Specific Independent Counts) para calcular la matriz del perfil. Los elementos 
de la matriz (valores del perfil) son ratios logarítmicos que indican la probabilidad de que en una posición 
determinada se encuentre un aminoácido, frente a que este aminoácido se localice en cualquier posición 
(frecuencia de fondo). El programa PolyPhen analiza los valores absolutos de la diferencia entre los 
valores de perfil de las dos variantes alélicas en la posición polimórfica. Un valor muy alto de esta 
diferencia podría indicar que la sustitución estudiada aparece poco o nada en la familia de proteínas.  
 
           Los resultados del estudio pueden determinar que el cambio es: 
 
• Probablemente patogénico: existe una gran probabilidad de que afecte a la estructura o a la 
función de la proteína. 
• Posiblemente patogénico: se cree que podría afectar a la función o estructura de la proteína. 
• Benigno: es muy probable que carezca de efecto fenotípico. 
• Desconocido: en algunos casos, la carencia de datos no permite que el programa pueda hacer una 
predicción. 
 
           PolyPhen también muestra un número de secuencias alineadas en la posición de búsqueda para el 
análisis de la conservación interespecie ordenadas de mayor a menor homología en la secuencia de la 
proteína dada.             
 
 SNPS3D  (http://www.snps3d.org/) 
 
           Este programa basa su predicción en la hipótesis de que muchos SNPs patogénicos afectan a la 
función de la proteína disminuyendo la estabilidad de esta. Emplea el software SVM (Support Vector 
Machine) para encontrar el patrón de diferenciación entre los SNPs asociados a enfermedad y los 
neutrales. La tasa de falsos positivos y negativos es de 15% y 26%, respectivamente209. 
 
          También emplea un segundo modelo que se basa en el análisis de la homología de secuencia en 
familias de proteínas relacionadas con proteínas humanas. El nivel de conservación de una posición y la 
probabilidad de observar una variación en una familia hace posible distinguir entre mutaciones 
patogénicas y neutrales, con una tasa de falsos positivos y negativos del 10 y 20%, respectivamente210. 
 
           Un resultado positivo para el valor de SVM indica que se trata de una variante clasificada como 
neutral, mientras que un valor negativo la identifica como un cambio patogénico. Cuanto mayor es el 
valor, más probable es la clasificación. La precisión es significativamente mayor cuando los valores son 
mayores de 0,5 o menores de -0,5. Para las variantes que afectan más a la función de la proteína que a la 
estabilidad, el modelo de estabilidad es positivo y el modelo del perfil debe ser negativo. La precisión es 
significativamente mayor cuando los dos métodos coinciden211. 
 
 Pmut (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/) 
 
            Pmut es un programa que predice si una mutación puede ser patogénica o neutral. Se basa en las 
características de la secuencia y en un software de una o dos redes neurales NN (neural network), que 
emplean bases de datos internas, predicción de estructura secundaria y conservación de la secuencia. En 
los resultados proporciona una respuesta afirmativa o negativa  y un índice de credibilidad212. Estos 
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resultados varían en un rango de 0 a 1, donde un valor 0 indica que se trata de una mutación neutral y los 
valores más altos son patogénicos. Además, muestra la mutación en relación a la estructura proteica. La 
tasa de error de esta predicción por falsos positivos es entre un 12 y un 21% y por falsos negativos entre 
un 10 y un 17%.  
 
 SIFT Sorting Intolerant from Tolerant (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html) 
 
           El programa SIFT es una herramienta que clasifica las sustituciones de aminoácidos en una 
proteína y predice si estos cambios provocarán un efecto en el fenotipo. Se basa en la premisa de que los 
aminoácidos importantes de una proteína están conservados en la evolución, por lo que los cambios en los 
mismos deben afectar a la funcionalidad de la proteína. Con una secuencia proteica dada, SIFT escoge 
proteínas relacionadas y forma un alineamiento múltiple de éstas, y basándose en los aminoácidos 
presentes en cada posición del alineamiento, realiza una predicción de las sustituciones que afectarán a la 
proteína. Las sustituciones en una posición conservada en el alineamiento serán consideradas “no 
toleradas” para la mayoría de los cambios, mientras que las posiciones que no están conservadas en el 
alineamiento tolerarán mejor los cambios de aminoácido213. 
 
 Esta premisa se realiza calculando las probabilidades normalizadas para todas las posibles 
sustituciones del alineamiento. Las sustituciones con una puntuación menos de 0,05 serán clasificadas 
como deletéreas y las puntuaciones mayores o iguales a 0,05, “tolerables” o neutrales.  
 
 La precisión en las predicciones de SIFT es del 60-80%, obteniéndose un 30% aproximadamente 
de falsos positivos. No obstante, la precisión de las predicciones depende del alineamiento que se obtenga 
en cada caso.  
 
 Panther (Panther -Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships- classification system) 
(http://www.pantherdb.org) 
 
           Este programa estima la probabilidad que presenta un cambio nucleotidico, tipo SNP codificante, 
de causar un impacto funcional en la proteína. Calcula el subPSEC (substitution position-specific 
evolutionary conservation) que da una puntuación basándose en el alineamiento de proteínas evolutiva y 
funcionalmente relacionadas214,215. 
 
           La precisión de este programa es del 40%, con una tasa de falsos negativos mayor que otros 
programas.  
 
 PSIPRED (Protein Secondary Structure Prediction) (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/web_servers/)  
 
           Este programa utiliza un método de predicción de la estructura secundaria de las proteínas que se 
basa en los valores generados de la posición relativa de cada aminoácido en matrices de cálculos. Esta 
aproximación matemática se lleva a cabo con el software PSI-BLAST, donde los cálculos se comparan 
con los valores de un set de 187 plegamientos únicos, y tres tipos de validaciones cruzadas que aumentan 
la exactitud de los resultados. De esta manera consiguen basarse en estructuras similares de otras 
proteínas para la secuencia de aminoácidos dada216.  
 
 MicroRNA (http://www.microrna.org/microrna/getMirnaForm.do) 
 
           Este programa predice las secuencias diana sobre las que anillan los distintos microRNAs 
existentes. Estas predicciones se basan en el uso del algoritmo miRandal que incorpora una base de datos 
actualizada de microRNAs en mamíferos (MirBase) y una serie de reglas biológicas para la búsqueda de 
posibles secuencias diana en los genes. Este programa permite saber también los perfiles de aparición de 
los miRNAs en tejidos normales y de origen patológico217. 
 
 ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home) 
 
           Para saber si las variantes en la secuencia afectan a los sitios consenso de unión de las proteínas SR 
(Proteínas ricas en residuos de serina y treonina) y se altera la unión de éstas en los sitios ESE (“exon 
splicing enhancers” o sitios exónicos de potenciación del procesamiento) utilizamos el programa de 
predicción ESEfinder218,219. Este programa predice la unión de las proteínas SF2/ASF, SF2/ASF (IgM-
BRCA1), SC35, SRp40 y SRp55 a la secuencia dada en base a los sitios consenso de unión de estas. A 









10.2. BASES DE DATOS 
 
           Las mutaciones identificadas en este trabajo fueron buscadas en diversas bases de datos 
pertenecientes a instituciones científicas, así como en publicaciones previas129,220. De esa manera se 
recabó información sobre su existencia, frecuencia de aparición, patogenicidad, etc.  
 PubMed “U.S. National Library of Medicine National Institutes of Health”. 
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 
 
           Es un motor de búsqueda de libre acceso a bases de datos bibliográficas, entre ellas principalmente 
MEDLINE. Esta base de datos es un recurso creado por la “National Library of Medicine” de Estados 
Unidos, y recoge referencias bibliográficas de artículos publicados en más de  4.500 revistas médicas 
desde 1966 hasta la fecha. 
 
 HGMD® “The Human Gene Mutation Database at the Institute of Medical Genetic in Cardiff”. 
www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php 
 
           Consiste en una colección de mutaciones en línea germinal para el estudio  de determinadas 
enfermedades humanas y representa una fuente de referencia actualizada sobre cambios con alguna 
implicación patogénica en el genoma.  
 
 COSMIC “Catalogue of Somatic Mutations in Cancer”. 
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic 
 
           Esta base de datos es uno de los recursos disponibles on-line que ofrece el Instituto Sanger para 
proveer información sobre mutaciones somáticas y detalles relacionados con cáncer en humanos.  
 
 Agencia Internacional de Investigación del Cáncer “IARC TP53 database”.  
ww-p53.iarc.fr   
 
           Esta base de datos es desarrollada y mantenida por la IARC en Lyon (Francia) y se compone 
exclusivamente de los datos obtenidos mediante la búsqueda y revisión de la literatura científica existente, 
constituyendo un depósito de todas las mutaciones en el gen TP53 publicadas hasta la fecha.  
 
 “The p53 Web Site”. p53.free.fr 
 
           La base de datos de esta Web provee información para la identificación y el análisis de mutaciones 
que afectan a la proteína p53 en cáncer.  
 
 “Mismatch Repair Gene Variant Database”. www.med.mun.ca/mmrvariants/default.aspx 
 
           Esta base de datos creada por la “Memorial University” de Newfoundland (Canadá) es un catálogo 
de las variantes conocidas de los genes pertenecientes a MMR que han aparecido en la literatura. Para ello 
se ha revisado el tipo de cambio y las circunstancias clínicas en las que ha sido identificado.  
 
 LOVD-INSIGHT “Leiden Open Variation Database”. www.insight-group.org/mutations 
 
           Esta base de datos creada por la Sociedad Interancional de Tumores Hereditarios 
Gastrointestinales, fue implantada para dotar de una herramienta flexible, útil y accesible a los 
profesionales de los distintos ámbitos de la salud, para la búsqueda y catalogación de variantes de DNA 
ordenadas por los genes de interés, que en el caso de este trabajo corresponden con los genes hMLH1 y 





























1. ANÁLISIS DE GENES SUPRESORES DE TUMORES 
 
 
1.1. PTEN  
 
           El estudio del gen PTEN en carcinoma endometrial incluyó el análisis mutacional de los nueve 
exones y los extremos intrónicos flanqueantes,  el estudio de pertenencia alélica en los casos donde se 
encontraron  múltiples mutaciones, y el estudio de pérdida de heterocigosidad en casos con mutaciones 
homocigotas. Además, se realizaron estudios de expresión de la proteína PTEN en extractos proteicos 
tumorales y en líneas celulares de carcinoma endometrial.  
 
 
1.1.1. ANÁLISIS MUTACIONAL DEL GEN PTEN 
 
           El estudio del gen PTEN en 42 tumores endometriales mostró 23 mutaciones en 24 casos (57,1%) 
y 2 polimorfismos. 24 de estas variantes se encontraron en la región codificante y sólo una de ellas se 
localizó en una región intrónica. 19 mutaciones se hallaron en tumores de tipo endometrioide, y cuatro en 
tumores de tipología mixta y sarcomas. Asimismo, en cinco tumores se observó más de una mutación en 
















9 Int 5 IVS5-12insT - - Descrita No patogénica 
31 5 c.455A>G p.L152L Fosfatasa No descrita Desconocida 
 
 
           Como se muestra en la tabla 23, hemos encontrado un polimorfismo en el intrón 5 descrito con 
anterioridad220; y una variante silenciosa localizada en la región codificante, que describimos por primera 
vez en este trabajo. En este último caso, dado que no se traduce en una modificación de la proteína, 
realizamos estudios in sílico con el fin de determinar si la mutación altera secuencias de procesamiento de 
mRNA o sitios de unión de miRNA. Los resultados de estos estudios descartaron que dicho cambio 
produjera alteraciones en esos procesos (datos no mostrados). Aún así, son necesarios estudios 
poblacionales y funcionales para corroborar un posible efecto patogénico.  
 
 
Tabla 24, Mutaciones encontradas en el gen PTEN, (H) muestra las alteraciones encontradas en homocigosis. 
 









3, 27 5 c.405_406insA p.C136fsX1 Fosfatasa Descrita Patogénica 
3 8 c.956_959delCTTT p.T319fsX24 C2 Descrita Patogénica 
4 7 c.641_662del p.Q214_K221del  C2 No descrita Desconocida 
5 5 c.283C>A p.P95T Fosfatasa No descrita Desconocida 
5 5 c.328C>T p.Q110X Fosfatasa Descrita Patogénica 
5 5 c.376G>A p.A126T Fosfatasa Descrita Patogénica 
6 6 c.515_517delGC p.R172fsX5 C2 No descrita Patogénica 
7 5 c.388_389delinsT p.R130fsX16 Fosfatasa Descrita Patogénica 
8, 22 5 c.389G>C p.R130P Fosfatasa Descrita Patogénica 
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11, 13 7 c.757_759delAT p.I253fsX2 C2 Descrita Patogénica 
11 8 c.959T>C p.L320S C2 No descrita Desconocida 
13 5 c.395G>A p.G132D Fosfatasa Descrita Patogénica 
14, 19, 24, 38 5 c.388C>G p.R130G Fosfatasa Descrita Patogénica 
15, 23 5 c.395G>C p.G132A Fosfatasa No descrita Desconocida 
18 7 c.743C>G p.P248R C2 No descrita Desconocida 
18 7 c.752G>T p.G251V C2 Descrita Patogénica 
23 6 c.493G>A p.G165R C2 Descrita Patogénica 
28 6 c.513G>C (H) p.Q171H  C2 Descrita Patogénica 
32 8 c.900_902insTC p.D300fsX6 C2 No descrita Patogénica 
36 7 c.697C>T (H) p.R233X  C2 Descrita Patogénica 
37 6 c.530_536delATTAT p.Y176fsX2 C2 Descrita Patogénica 
39 7 c.742_743insA p.P248fsX5 C2 Descrita Patogénica 
40 7 c.766G>T p.E256X C2 Descrita Patogénica 
         
 
           El estudio del gen PTEN en sangre periférica de los pacientes 4, 22, 24 y 38 (los únicos de los que 
dispusimos de este material) mostró que le gen PTEN se encontraba germinal, lo que nos permitió 
confirmar la naturaleza somática de  las mutaciones que presentan los tumores.   
 
           Las mutaciones descritas por primera vez en este trabajo (casos 4, 5, 6, 11, 13, 15, 23, 18 y 32 
(tabla 24)), corresponden a cambios de tipo “missense”, “nonsense”, deleciones e inserciones con cambio 
de fase de lectura, y deleciones en fase de lectura de traducción. En el caso de las deleciones e inserciones 
con cambio de fase de lectura, consideramos que las mutaciones eran patogénicas por generar proteínas 
truncadas.  
 
           Por otro lado, las mutaciones del gen PTEN de tipo “missense” encontradas por primera vez en 
este trabajo (p.P95T, p.G132A, p.P248R y p.L320S), fueron estudiadas mediante simulación in sílico con 
ayuda de programas bioinformáticos de predicción de cambios aminoacídicos. 
 
           Como se observa en la tabla 25, nuestro análisis predice que la variante L320S se comporta como 
patogénica, mientras que los demás cambios muestran discrepancias en los resultados. Los cálculos 
efectuados para las variantes P95T y G132A predicen un comportamiento patogénico en cuatro de las 
cinco simulaciones.  La variante P248R, es considerada como una variante patogénica por dos de los 
programas usados, mientras que en los tres programas restantes dicho cambio es considerado neutral. 
 
 
Tabla 25, Comportamiento teórico de las mutaciones de cambio de aminoácido en el gen PTEN, no descritas anteriormente. 
Los valores aparecen en PSIC (PolyPhen), SMV (SNPs3D), NN (PMut) y SubPSEC (Panther). P=patogénico, N=neutro. 
 
Mutación PolyPhen Valor SNPs3D Valor PMut Valor SIFT Valor Panther Valor 
P95T P 2,131 N 0,22 P 0,56 P 0,01 P -3,4 
G132A P 2,171 P -1,39 N 0,30 P 0,01 P -4,5 
P248R P 2,169 N 0,41 P 0,92 N 0,07 N -2,5 
L320S P 1,885 P -1,09 P 0,70 P 0,01 P -3,4 
 
 
           Este análisis fue completado con un estudio in sílico para determinar el nivel de conservación 
evolutiva del aminoácido mutado mediante el programa PolyPhen. Como se observa en la figura 28, las 
mutaciones P95T, G132A, P248R y L320S se localizan en regiones altamente conservadas a lo largo de 
















Figura 28, Alineamiento de secuencias de la proteína PTEN en diferentes especies empleando el programa 
PolyPhen para los aminoácidos A) P95, B) G132, C) P248 y D) L320. 
           La mutación p.Q214_K221del localizada en el exón 6 del gen PTEN, y que aparece en el caso 4, 
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dominio C2 de la proteína. Esta mutación fue estudiada mediante el programa de predicción de 
estructuras secundarias de proteínas PSIPRED para determinar los posibles efectos sobre la estructura y 






Confianza de los resultados
Predicción secundaria
Secuencia diana
PREDICCIÓN  ESTRUCTURA  2 ia DE PTEN mut (p.Q214_K221del)
GERMINAL                                                   MUTADO
Figura 29, Estructura secundaria de las proteínas PTEN germinal y PTEN mutada (p.Q214_K221del) desde el 
aminoácido 120 al 240, generadas por el programa PSIPRED donde se señalan las zonas delecionadas (caja y línea roja). 
 
 
           La proteína generada por la deleción genómica Q214_K221del pierde un fragmento de una cinta β 
(figura 29) de una región que contiene hasta 6 cintas β, que forman una estructura de mayor complejidad 
en forma de lámina β54.  
 
           El estudio in sílico de la conservación evolutiva de la región deleccionada realizado mediante el 
programa PolyPhen determinó que los aminoácidos que forman dicha región en el dominio C2, mantienen 
un alto grado de de conservación a lo largo de la evolución, siendo el aminoácido C218 el que menor 










Figura 30, Alineamiento de secuencias de la proteína PTEN en diferentes especies empleando el programa PolyPhen para la 
conservación de la región Q214_K221 señalada con una caja azul. 
 
 
1.1.2. ESTUDIO DE PERTENENCIA ALÉLICA DE MUTACIONES EN EL GEN 
PTEN EN CASOS CON MÚLTIPLES MUTACIONES 
 
           El estudio de pertenencia alélica de mutaciones en el gen PTEN, se realizó en los casos 5 y 18, en 
los que se encontraron varias mutaciones en los exones 5 y 7 respectivamente. Para ello procedimos a 
clonar estos exones del gen PTEN en el vector pGEM®-T easy (Promega) y a su posterior secuenciación. 
Como se observa en la tabla 26, en los casos 5 y 18 se observaron dos mutaciones en el mismo alelo. 
 
           En los casos 3, 11, 13 y 23, que también mostraban más de una mutación en el gen PTEN, pero 
localizadas en diferentes exones, no se pudo realizar el estudio dado que la presencia del pseudogen 




















Descrita Patogénica 5 
2 c.376A p.126T Fosfatasa Descrita Patogénica 




Descrita Patogénica 18 
2 Germinal Germinal - - Normal 
1.1.3. ESTUDIOS DE PÉRDIDA DE HETEROCIGOSIDAD (LOH) DEL GEN PTEN 
EN CASOS CON MUTACIONES HOMOCIGOTAS 
 
           Las muestras tumorales 28 y 36 mostraron mutaciones homocigotas en el gen PTEN. Esta 
homocigosis puede ser consecuencia de la pérdida de uno de los alelos del gen en las células tumorales19, 
por lo que se procedió a estudiar un polimorfismo intrónico del gen PTEN (IVS4+109ins5). Como se 
observa en la figura 31, ambos tumores eran heterocigotos para este polimorfismo en el tumor, lo que 










Figura 31,  Resultado de la electroforesis de agarosa de la digestión con la endonucleasa de restricción AflII del fragmento 
de PCR que contiene el polimorfismo IVS4+109ins5 del gen PTEN en dos pacientes de carcinoma dometrial. En el pocillo 1 
se muestra el marcador de peso molecular; los pocillos 2 y 3 corresponden a las muestras 28 y 36 donde se aprecia su 
heterocigosis;  los pocillos 4, 5, 6 y 7 son controles en los que se observan las combinaciones posibles de alelos siendo 4 y 6 
homocigotos sin inserción, 5 heterocigoto y 7 homocigoto con inserción.  
 
 
1.1.4. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA PTEN 
 
           El análisis de expresión de la proteína PTEN mediante Western blot se realizó en 38 muestras de 
tejido tumoral de pacientes de carcinoma endometrial y en los extractos proteicos de 4 líneas celulares de 
carcinoma endometrial.  
 
           El estudio de las líneas celulares de carcinoma endometrial mostró una expresión homogénea de 
proteína PTEN en las líneas celulares HEC1B, KLE y SKUT1, observando una falta de expresión en la 
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Figura 32, Western blot con inmundetección de la proteína PTEN en cuatro líneas celulares de carcinoma endometrial 
(HEC1B, AN3CA, KLE, SKUT1). La detección de proteína β-actina corresponde al control de carga.   
            
 
          El análisis de expresión de la proteína PTEN en 38 extractos proteicos de carcinoma endometrial, 
cuantificados y normalizados, mostró que los tumores con mutaciones de cambio de fase de lectura y 
mutaciones de tipo “nonsense”, presentaban una disminución en la cantidad de proteína detectada (figura 
33, tabla 27).  
 





1. Caso 5     
2. Caso 9     
3. Caso 30   
4. Caso 7     
5. Caso 10   
6. Caso 13   
7. Caso 11   
8. Caso 24   
9. Caso 31   
 
 
Figura 33, Western blot con inmunodetección de la proteína PTEN en nueve muestras de carcinoma endometrial. La 
detección de proteína β-actina corresponde al control de carga.  
 
 
          Cabe destacar que los casos 25 y 42, que no son portadores de mutaciones en el gen, presentaban 
una disminución de expresión de proteína PTEN, sugiriendo que debe de existir otro mecanismo de 
inactivación monoalélica, como pérdida de heterocigosidad o inhibición de la expresión por 












Tabla 27, Resultados del análisis de expresión de la proteína PTEN en los extractos proteícos tumorales de carcinoma 









Alteración en PTEN 
1 +   Germinal 
2 +   Germinal 
5  +  p.P95T, p.Q110X, p.A126T 
6  +  p.R172fsX5 




8 +   p.R130P 
9   + IVS5-12insT 
10 +   Germinal 
11  +  p.I253fsX2, p.L320S 
12 +   Germinal 
13  +  p.G132D, p.I253fsX2 
15 +   p.G132A 
16 +   Germinal 
17 +   Germinal 
18 +   p.P248R, p.G251V 
19 +   p.R130G 
20 +   Germinal 
21 +   Germinal 
22 +   p.R130P 
23 +   p.G132A, p.G165R 
24 +   p.R130G 
25  +  Germinal 
26 +   Germinal 
27  +  p.C136fsX42 
28 +   p.Q171H (H) 
29 +   Germinal 
30 +   Germinal 
31 +   p.L152L 
32  +  p.D300fsX6 
33 +   Germinal 
34 +   Germinal 
35 +   Germinal 
36   + p.R233X (H) 
37  +  p.Y176fsX2 
38 +   p.R130G 
39  +  p.P248fsX4 
40  +  p.E256X 
41 +   Germinal 
42  +  Germinal 
 
            
            Los tumores 9 y 36 mostraron una ausencia total de proteína (figura 33, tabla 27). En el caso del 
tumor 9, se encontró un polimorfismo del gen PTEN en heterocigosis en el intrón 5 (IVS5-12insT), por lo 
que se puede descartar una pérdida alélica, (tabla 24), siendo la causa más probable de la pérdida de 
expresión, la hipermetilación del promotor del gen PTEN de ambos alelos. En la muestra 36, la falta de 
expresión puede ser explicada como consecuencia de la aparición de una mutación de parada de la 





          El estudio  del gen de p53 comprendió el análisis mutacional de los exones de 4 a 10 y las regiones 
intrónicas flanqueantes en 42 muestras de DNA procedente de tejido tumoral. Asimismo, se procedió al 
estudio de pérdida de heterocigosidad en las muestras en que se encontraron variantes en homocigosis. 
 
 
1.2.1. ANÁLISIS MUTACIONAL DEL GEN TP53 




           El análisis del gen TP53 en 42 casos de cáncer de endometrio mostró 9 mutaciones, de las cuales 7 
corresponden a cambios de tipo “missense” y dos a inserciones con cambio de fase de lectura y aparición 
de un codón de parada prematuro; además, fueron identificados seis polimorfismos  (tablas 28 y 29). 
Todos estos cambios correspondieron a variantes descritas con anterioridad.   
 
 







Dominio afectado Función 
4, 5, 21(H) 6 c.639A>T  p.R213R Unión a DNA No patogénica 
3, 8(H), 13, 20, 24, 29, 31, 
35, 36, 37, 40 
4 c.215G>C p.R72P SH3 No patogénica 
8, 13, 16, 20, 23(H), 28(H), 
32, 36, 37, 38, 40, 42 
Int 3 ins16 bp - - No patogénica 
10 6 c.665C>T p.P222L  Unión a DNA No patogénica 
10 8 c.916C>T p.R306R 
Unión a DNA/ 
Tetramerización 
No patogénica 
30, 36 4 c.108G>A p.P36P Transactivación No patogénica 
 
Tabla 29, Mutaciones encontradas en el gen TP53, (H) muestra las mutaciones encontradas en homocigosis. 
 






1 6 c.638G>A p.R213Q Unión a DNA Patogénica 
10 4 c.328C>T p.R110C Unión a DNA Patogénica 
12 7 c.722C>T (H) p.S241F (H) Unión a DNA Patogénica 
 17 5 c.527_528insC p.C176fsX180 Unión a DNA Patogénica 
21 8 c.818G>A (H) p.R273H (H) Unión a DNA Patogénica 
27, 30 7 c.744G>A p.R248Q Unión a DNA Patogénica 
28 5 c.458_459insG p.P153fsX179 Unión a DNA Patogénica 
28 8 c.832C>T p.P278S Unión a DNA Patogénica 
33 8 c.821T>C p.V274A Unión a DNA Patogénica 
 
 
            En los casos 1, 4 y 17, en los que dispusimos de sangre periférica, comprobamos la naturaleza 
somática de las alteraciones encontradas. En los casos 16, 24, 38 y 42 se encontraron los polimorfismos 
del codón 72 y del intrón 3 de TP53 en heterocigosis, tanto en tumor como en sangre periférica. 
 
         Tres de los polimorfismos encontrados, eran cambios silenciosos sin efecto en la traducción 
(c.108G>A, c.639A>T y c.916C>T). La mutación c.665C>T se describe como una variante sin función 
patogénica ya que no modifica la actividad de la proteína, y los cambios c.215G>C y la inserción de 16 
bp en el intrón 3 corresponden a dos polimorfismos que se presentan en la población de forma muy 
frecuente y que han demostrado tener mayor actividad proapoptótica y aumentan la susceptibilidad de 
desarrollo del cáncer respectivamente223 (tabla 28).   
 
           Los tipos tumorales que mostraban alteraciones en el gen TP53 correspondían a tumores de tipo no 
endometrioide (3 mutaciones en 6 tumores), tumores mixtos o sarcoma (4 mutaciones de 8 tumores) y, en 
sólo dos casos a tumores de tipo endometrioide.  
 
           En estos resultados cabe destacar la presencia de dos mutaciones patogénicas en el gen TP53 en el 
caso 28 (tabla 29), presumiblemente localizadas en dos alelos distintos. Este caso resulta poco frecuente 
ya que las proteínas mutantes de p53 actúan como dominantes negativas, secuestrando la proteína 









1.2.2. ESTUDIOS DE PÉRDIDA DE HETOCIGOSIDAD (LOH) DEL GEN TP53 
 
           Las muestras tumorales 12 y 21, que mostraron mutaciones homocigotas en el gen TP53, no 
presentaban ninguno de los polimorfismos frecuentes del gen en heterocigosis en el tumor o en sangre 
periférica, por lo que no podemos descartar una pérdida de heterocigosidad del locus de TP5319. Por ello, 
el estudio de pérdida de heterocigosidad fue realizado mediante PCR a tiempo real cuantitativa 
comparativa, utilizando la amplificación del exón 7 del gen TP53 y una amplificación control localizada 
en el cromosoma 12. Los resultados de este ensayo se muestran en la figura 34, donde se observa la 
gráfica de cuantificación relativa (RQ) frente a las muestras analizadas. Como se muestra en esta figura, 
los DNA tumorales de los casos 12 y 21 no presentaron pérdidas, confirmando la presencia de los dos 













Figura 34, Gráfica donde se muestra en el eje de abscisas las muestras analizadas mediante PCR cuantitativa relativa y en el 
eje de ordenadas la cuantificación relativa (RQ) del  exón 7 del gen TP53 comparando con una amplificación control del 





           El análisis mutacional del gen CDH1, que codifica la proteína E-Cadherina, comprendió el estudio 
de los 16 exones de su secuencia y los extremos intrónicos flanqueantes, y fue realizado en 42 muestras 
de DNA tumoral de carcinoma endometrial.  
 
           Este estudio reveló la presencia de cuatro variantes en tres de los tumores analizados. De estas 
alteraciones, dos de ellas (casos 19 y 23) corresponden a polimorfismos silenciosos sin repercusión sobre 
la traducción (tabla 30). Las dos mutaciones restantes correspondían a alteraciones que afectan a la 
















19 7 c.933C>G p.L311L Extracelular Descrita No patogénica 
23 12 c.1896C>T p.H632H Extracelular Descrita No patogénica 

















19 3 c.253G>A p.V85I Precursor No descrita Desconocida 
30 3 c.269G>A p.R90Q Precursor No descrita Desconocida 
           
 
           Las mutaciones descritas por primera vez en este trabajo se encontraron en un tumor de tipo 
endometrioide de grado bajo (caso 19) y un carcinoma seroso (caso 30). El estudio mediante simulación 
in sílico con ayuda de los programas bioinformáticos de predicción de cambios aminoacídicos mostró que 
las variantes V85I y R90Q no alteran la función de la proteína E-Cadherina (tabla 32). No obstante, en 




Tabla 32, Comportamiento teórico de las mutaciones de cambio de sentido del aminoácido en el gen CDH1, no descritas 
anteriormente. Los valores aparecen en PSIC (PolyPhen) y NN (PMut). P=patogénico, N=neutro. 
 






V85I N 0,261 No alineamiento N 0,05 N 0,24 No alineamiento 
R90Q N 0,485 No alineamiento P 0,58 N 0,21 No alineamiento 
            
 
           Este análisis fue completado con el estudio in sílico del nivel de conservación evolutiva de los 
aminoácidos mutados en las diferentes especies mediante el programa PolyPhen. Como se observa en la 
figura 35, estos codones no son estables e incluso en alguna de las especies aparecen los aminoácidos 















Figura 35, Alineamiento de secuencias de la proteína E-Cadherina en diferentes especies empleando el programa PolyPhen 





           Hemos estudiado los dos exones del gen CDKN2A y los extremos intrónicos flanqueanes. Este 
análisis se llevó a cabo en las 42 muestras de DNA tumoral de carcinoma endometrial. Los resultados 
muestran la presencia de un polimorfismo descrito previamente en el exón 2, que fue identificado en dos 
casos (tabla 33), y una mutación de significado desconocido, descrita con anterioridad por otro grupo224, 















1, 5 2 c.445G>A p.A148T Descrita No patogénica 
 
 











10 2 c.217G>A p.A73T Descrita Desconocida 
 
 
           En el caso de la mutación de significado desconocido, se procedió a completar su estudio mediante 
simulación in sílico con ayuda de los programas bioinformáticos de predicción de cambios 
aminoacídicos. Los resultados de este estudio mostraron discrepancia sobre la posible patogenicidad de la 
variante A73T. Únicamente el programa bioinformático SNPs3D predijo un efecto patogénico para la 
mutación (tabla 35).  
 
 
Tabla 35, Comportamiento teórico de la mutación de cambio de aminoácido en el gen CDKN2A, no descrita anteriormente. 
Los valores aparecen en PSIC (PolyPhen) y NN (PMut). P=patogénico, N=neutro. 
 







A73T N 0,205 P -0,37 N 0,03 N 0,07 N -2,105 
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           Este análisis fue completado con el estudio in silico del nivel de conservación evolutiva del 
aminoácido mutado en las diferentes especies mediante el programa PolyPhen. Como se observa en la 
figura 36, la posición 73 de la proteína p16, no está conservada a lo largo de la evolución, estando 






Figura 36, Alineamiento de secuencia de la proteína p16 en diferentes especies empleando el programa PolyPhen para el 
aminoácido A73T. El círculo azul señala el cambio de la variante encontrada. 
 
 





           En este trabajo hemos estudiado los exones 7, 9 y 20 del gen PIK3CA, que codifica la subunidad 
catalítica p110α de la proteína PI3K, donde se acumulan las mutaciones patogénicas descritas hasta la 
fecha y que se relacionan con un aumento de la actividad de la proteína, así como los extremos intrónicos 
flanqueantes de dichos exones. Además, se realizó el estudio de expresión de esta subunidad en muestras 
proteicas y en líneas celulares de carcinoma endometrial.  
 
 
2.1.1. ANÁLISIS MUTACIONAL DEL GEN PIK3CA 
 
           El análisis del gen PIK3CA en 42 muestras de DNA tumoral de carcinoma endometrial mostró 7 
mutaciones en 8 de los casos (19%), 7 tumores endometrioides y uno mixto (tabla 36). Cinco de estas 
alteraciones aparecieron en tumores que también presentaban mutaciones patogénicas en el gen PTEN 
(tabla 24).  
 
          La mayoría de las mutaciones encontradas en este trabajo en el gen PIK3CA corresponden a 
cambios “missense” que producen un aumento en la actividad de la proteína y que se localizan en la 
región del dominio kinasa (exón 20). Dos de las alteraciones encontradas (casos 4 y 10) generan proteínas 
truncadas que, en el primer caso, no produce un cambio en la fase de lectura y, en el segundo caso, 
codifica un codón de parada prematuro, que genera una proteína truncada que carece de su dominio 
kinasa. En este caso queda comprometida la actividad enzimática de la proteína. 
  








Tabla 36, Mutaciones encontradas en el gen PIK3CA. 
 








4 7 c.1353_1379del p.G451_G460del C2 No descrita Desconocida 
9 20 c.3061T>C p.Y1021H Kinasa Descrita Patogénica 
10 20 c.2974C>T p.R992X Kinasa No descrita Desconocida 
11 20 c.3127A>G p.M1043V Kinasa Descrita Patogénica 
13 20 c.3132T>G p.N1044K Kinasa Descrita Patogénica 
23, 32 20 c.3140A>G p.H1047R Kinasa Descrita Patogénica 
41 9 c.1635G>T p.E545D Hélice Descrita Patogénica 
            
 
           La mutación p.G451_G460del en el exón 7 de PIK3CA identificada en la muestra 4 y descrita por 
primera vez en este trabajo, produce una deleción de 9 aminoácidos en fase de lectura que afecta al 
dominio C2 de la proteína. Esta mutación fue estudiada mediante el programa de predicción de 
estructuras secundarias de proteínas PSIPRED para determinar los posibles efectos sobre la estructura y 
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Figura 37, Estructura secundaria de la proteína PIK3CA germinal y mutada (p.G451_G460del) desde el aminoácido 400 
hasta el final de traducción, generadas por el programa PSIPRED donde se señala las zonas deleccionadas (caja y línea 
roja). 
            
 
 
           En esta simulación se puede observar como la mutación produce la deleción de un fragmento de 
una pequeña cinta β y, además, modifica el plegamiento de las estructuras adyacentes (figura 37). Ese 
segmento del dominio C2 de la proteína contiene, en su variante germinal, hasta 4 cintas β que componen 
una estructura de mayor complejidad en forma de lámina β83, importante para la unión a otros 
intermediarios celulares como los receptores tirosina kinasa, ras, etc, y a la membrana plasmática. En su 
variante mutada, esta región forma 5 cintas β y en diferente disposición pudiendo afectar a la 
funcionalidad de la proteína. 
 
           El estudio in sílico de la conservación evolutiva de la región deleccionada, realizado mediante el 
programa PolyPhen, determinó que los aminoácidos L456, N457 y P458 que forman dicha región 
mantienen un alto grado de conservación a lo largo de la evolución (figura 38).  Sin embargo, el resto de 
aminoácidos presentan variabilidad dentro de las diferentes especies permitiendo mayor número de 
cambios sin llegar a comprometer la funcionalidad de la proteína.  
 
 






Figura 38, Alineamiento de secuencias de la proteína PIK3CA en diferentes especies empleando el programa 
PolyPhen para la región G451_G460 señalada con una caja azul. 
 
 
2.1.2. ANALISIS DE EXPRESIÓN DE LA SUBUNIDAD p110α DE PI3K 
 
           El análisis de expresión de la proteína p110α (subunidad catalítica de PI3K) mediante Western blot 
se realizó en 38 muestras de tejido tumoral de carcinoma endometrial y en cuatro extractos proteicos 
procedentes de líneas celulares de carcinoma endometrial.  
 
           El análisis de las líneas celulares de carcinoma endometrial mostró una expresión homogénea de 
proteína p110α en los cuatro tipos estudiados (figura 39). La línea celular HEC1B presenta una mutación 
puntual en el gen PIK3CA en el exón 20 (c.3145G>C, p.G1049R) que no afecta a la expresión228.  
 
 











Figura 39, Western blot con inmunodetección de la proteína p110α en líneas celulares de carcinoma endometrial (HEC1B, 
KLE, AN3CA,SKUT1). La detección de proteína β-actina corresponde al control de carga. 
            
 
              El análisis de expresión de la proteína p110α (PIK3CA) en los extractos proteicos de 38 muestras 
de carcinoma endometrial, cuantificados y normalizados, puso de manifiesto una inmunodetección 
homogénea de proteína p110α en las muestras analizadas independientemente de la presencia de 
mutaciones en el gen PIK3CA. Sin embargo, el caso 10, tumor con una mutación “nonsense” que produce 
una proteína truncada en el dominio kinasa de la proteína, muestra falta de expresión a pesar de que dicha 
mutación afecta a un único alelo (figura 40, tabla 37). 
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Figura 40, Western blot con la inmunodetección de la proteína p110α en 9 muestras de carcinoma endometrial. La detección 

















Alteración en  
PIK3CA 
1 +  Germinal 
2 +  Germinal 
5 +  Germinal 
6 +  Germinal 
8 +  Germinal 
9 +  p.Y1021H 
10  + p.R992X 
11 +  p.M1043V 
12 +  Germinal 
13 +  p.N1044K 
15 +  Germinal 
16 +  Germinal 
17 +  Germinal 
18 +  Germinal 
19 +  Germinal 
20 +  Germinal 
21 +  Germinal 
22 +  Germinal 
23 +  p.H1047R 
24 +  Germinal 
25 +  Germinal 
26 +  Germinal 
27 +  Germinal 
28 +  Germinal 
29 +  Germinal 
30 +  Germinal 
31 +  Germinal 
32 +  p.H1047R 
33 +  Germinal 
34 +  Germinal 
35 +  Germinal 




36 +  Germinal 
37 +  Germinal 
38 +  Germinal 
39 +  Germinal 
40 +  Germinal 
41 +  p.E545D 
42 +  Germinal 
 
 
           
2.2. KRAS Y BRAF 
 
           En este trabajo hemos estudiado los exones 2 y 3 del gen KRAS y los exones 11 y 15 del gen 
BRAF en 42 muestras de tejido tumoral de carcinoma endometrial.  
 
           El estudio mutacional de los exones 2 y 3 del gen de KRAS en las 42 muestras tumorales de 
carcinoma endometrial mostró cuatro tumores portadores de mutación en el codón 12, dos en el codón 13 
y ninguno en el codón 61 (tabla 38). En los casos 24 y 35, al disponer de muestra procedente de sangre 
periférica, se pudo comprobar la naturaleza somática de las alteraciones encontradas.  
 
 
Tabla 38, Mutaciones encontradas en el gen KRAS. 
 
Caso Exón Mutación cDNA Mutación proteína 
16, 29, 39 2 c.35G>T p.G12V 
35 2 c.35G>A p.G12D 
24, 36 2 c.38G>A p.G13D 
 
 
          Todas las muestras tumorales con alteraciones en el gen KRAS fueron clasificadas como de tipo 
endometrioide, excepto la muestra 24, que corresponde a un tumor mixto con variantes de tipo 
endometrioide y no endometrioide.   
 
           El estudio mutacional del gen BRAF  mostró una única alteración en el intrón 15 no descrita hasta 
la fecha (tabla 39). Esta mutación fue considerada como no patogénica al no producir ningún cambio en 
la secuencia proteíca y no encontrarse en los extremos flanqueantes próximos al exón. Asimismo, la 
mutación V600E, que es la que mayor número de veces ha sido encontrada en tumores, no ha aparecido 
en ninguna de las muestras estudiadas. 
 
 
Tabla 39, Polimorfismo encontradas en el gen BRAF. 
 













           El análisis del exón 3 del gen CTNNB1, que codifica la proteína β-catenina, se realizó en las 42 
muestras tumorales de carcinoma endometrial. Nuestro estudio mostró 5 mutaciones puntuales de tipo 
“missense” en 8 casos (19%), todas ellas descritas con anterioridad en trabajos previos120 (tabla 40). Estos 
cambios han sido considerados patogénicos porque modifican los residuos de serina 33, 37 y treonina 41 
del dominio regulador o los residuos adyacentes como son los aminoácidos de las posiciones 32 y 3415, 
todos ellos sitios consenso para el marcaje que realiza GSK-3β para la degradación de la proteína116. En el 
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caso 42, al disponer de muestra procedente de sangre periférica, se pudo comprobar la naturaleza 
somática de la alteración encontrada.  
 
 









5 c.94G>A p.D32N Descrita 
11, 32 c.111C>T p.S37F Descrita 
13, 25 c.122A>G p.T41A Descrita 
23, 36 c.101G>A p.G34R Descrita 
42 c.98C>G p.S33C Descrita 
           
            
           Las mutaciones encontradas en este trabajo en el dominio regulador del gen CTNNB1 
corresponden en su mayoría a tumores de tipo endometrioide (7 casos), excepto una que se encontró en 
un tumor carcinosarcoma. 
             
 




1. ANÁLISIS DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATÉLITES 
 
           El análisis de las secuencias microsatélites BAT25, BAT26, D2S123, D5S346, D17S250, BAT40, 
PAX6 y MYCL1 se realizó en 11 casos de carcinoma endometrial en los que se pudo obtener tanto tejido 
tumoral como sangre periférica. Este estudio mostró inestabilidad en 7 de los casos analizados (63,6%) 
que presentaron entre 3 y 4 marcadores alterados (tabla 41). 
 
            Cuatro de las muestras inestables correspondían a tumores de tipo histológico endometrioide, 
mientras que el resto corresponde a tumores de naturaleza mixta y serosa. En cuatro de los casos que 
mostraron inestabilidad, se identificaron alteraciones en el gen PTEN, llamando la atención que, en 3 de 
ellas, se observó el cambio del aminoácido R130 localizado en el dominio fosfatasa de la proteína. 
Asimismo, dos muestras (casos 1 y 4, tabla 41) presentaron mutaciones patogénicas en el gen TP53, 
mientras que la muestra 26, no ha mostrado ningún tipo de alteración en los genes estudiados en este 
trabajo.   
 
 
Tabla 41, Resultados de MSI en carcinoma endometrial. (I)=marcador inestable. (E)=marcador estable. 
 
Caso BAT25 BAT26 D2S123 D5S346 D17S250 BAT40 PAX6 MYCL1 
Total marcadores 
inestables 
1 I E E I E I E E 3 
2 E E E E E E E E 0 
4 E E I I I E E I 4 
16 E E E E E E E E 0 
17 E E I E E E I I 3 
18 E E E E E E E E 0 
22 I I E E I E I E 4 
24 I E I I E E E E 3 
26 E E E I I E E I 3 
38 E E E E I I I E 3 
42 E E E E E E E E 0 
 
 




2. ANÁLISIS DE LOS GENES IMPLICADOS EN LA MAQUINARIA 
DE MMR 
 
           El estudio de los patrones de hipermetilación de los promotores de los genes relacionados con la 
maquinaria de MMR, hMLH1, hMSH2 y hMSH6, se realizó en 42 casos de carcinoma endometrial 
mediante MS-MLPA. Este estudio se completó con el análisis mutacional de las regiones codificantes de 
los genes, hMLH1 y hMSH2 y con el estudio de grandes deleciones mediante MLPA, y posteriormente, 
PCR a tiempo real cuantitativa comparativa para la confirmación de los resultados obtenidos.  
 
 
2.1. ANÁLISIS DE METILACIÓN DE LOS PROMOTORES DE LOS 
GENES hMLH1, hMSH2 y hMSH6 
 
           El estudio del estado de la metilación de la región promotora de los genes relacionados con la 
maquinaria de MMR (hMLH1, hMSH2 y hMSH6) mostró unos resultados que se exponen en la tabla 42. 
Tabla 42, Resultados de MS-MLPA de carcinoma endometrial. (-)= no metilación. (+)=hipermetilación moderada. 
(++)=hipermetilación alta. 
 
hMLH1 hMSH2 hMSH6 Caso 
Mediana Estado metilación Mediana Estado metilación Mediana Estado metilación 
1 0,0012 - 0,0015 - 0,0019 - 
2 0,001 - 0,002 - 0,0018 - 
3 0,611 + 0,002 - 0,010 - 
4 0,010 - 0,005 - 0,050 - 
5 0,500 + 1,001 ++ 0,0019 - 
6 0,965 ++ 0,940 ++ 1,590 ++ 
7 0,690 + 0,950 ++ 1,330 ++ 
8 1,410 ++ 1,001 ++ 1,010 ++ 
9 0,983 ++ 0,145 - 0,260 - 
10 0,005 - 0,0012 - 0,002 - 
11 0,0016 - 0,235 - 0,011 - 
12 0,031 - 0,025 - 0,090 - 
13 0,890 ++ 0,385 + 0,062 - 
14 1,130 ++ 1,002 ++ 3,380 ++ 
15 0,150 - 0,140 - 0,030 - 
16 0,004 - 0,109 - 0,0018 - 
17 0,050 - 0,260 - 0,0019 - 
18 0,030 - 0,015 - 0,630 + 
19 0,041 - 0,0013 - 0,070 - 
20 0,060 - 0,060 - 0,060 - 
21 0,060 - 0,015 - 0,0019 - 
22 0,620 + 0,0011 - 0,090 - 
23 0,022 - 0,030 - 0,027 - 
24 0,005 - 0,005 - 0,030 - 
25 0,255 - 0,200 - 0,400 + 
26 0,430 + 0,540 + 0,560 + 
27 0,010 - 0,015 - 0,030 - 
28 0,250 - 0,115 - 0,020 - 
29 0,015 - 0,020 - 0,101 - 
30 0,0012 - 0,0015 - 0,020 - 
31 0,130 - 0,125 - 0,210 - 
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32 0,210 - 0,170 - 0,360 + 
33 0,325 + 0,230 - 0,320 + 
34 0,105 - 0,015 - 0,020 - 
35 0,460 + 0,420 + 0,440 - 
36 0,345 + 0,240 - 0,010 + 
37 0,020 - 0,011 - 0,040 - 
38 0,715 + 0,023 - 0,0010 - 
39 1,015 ++ 0,010 - 0,040 - 
40 0,015 - 0,015 - 0,010 - 
41 0,020 - 0,0010 - 0,040 - 
42 0,670 + 0,510 + 1,140 ++ 
           Nuestros resultados muestran que 16 casos presentaban hipermetilación del promotor de hMLH1 
(38,1%), 9 casos hipermetilación del promotor de hMSH2 (21,4%) y 11 casos hipermetilación del 
promotor de hMSH6 (26,2%).  
 
            Los casos 3, 18, 22, 26, 38 y 42, que presentaban patrones de hipermetilación en las regiones 
promotoras de los genes hMLH1, hMSH2 y hMSH6, mantenían una disposición germinal en las muestras 
DNA procedentes de sangre periférica.  
 
           De todas las muestras analizadas, 20 casos presentaron ausencia de hipermetilación en las regiones 
promotoras estudiadas, siete casos presentaron hipermetilación de los promotores de hMLH1, hMSH2 y 
hMSH6 (casos 6, 7, 8, 14, 26, 35 y 42), seis casos mostraron hipermetilación de hMLH1 (casos 3, 9, 22, 
36, 38 y 39), tres casos mostraron hipermetilación de la región promotora del gen hMSH6 (casos 18, 25 y 
32), dos casos presentaron hipermetilación de hMLH1 y hMSH2 (casos 5 y 13), y un casos mostró 
hipermetilación en las regiones promotoras de hMLH1 y hMSH6 (caso 33).  
 
 
2.2. ANÁLISIS MUTACIONAL DEL GEN hMLH1 
 
           El análisis mutacional de los 19 exones y las regiones intrónicas flanqueantes del gen hMLH1 
mostró dos mutaciones de carácter patogénico descritas con anterioridad (casos 9 y 31) y una variante 
polimorfa (tablas 43 y 44). Las mutaciones patogénicas consistieron en un cambio “missense” y en una 
mutación en una de las bases flanqueantes del intrón 3, que altera el procesamiento del RNA. 
 
     
Tabla 43, Polimorfismo encontrado en el gen hMLH1. 
 







7, 26 17 c.1959G>T p.L654L Descrita  No patogénica 
 
 
Tabla 44, Mutaciones encontradas en el gen hMLH1. 
            







9 16 c.1852_1853AA>GC p.K618A Descrita Patogénica 
31 Int. 3 c.306+5G>A “splicing” Descrita Patogénica 
 
 
2.3. ANÁLISIS MUTACIONAL DEL GEN hMSH2 
 




           El análisis de los 16 exones y las regiones intrónicas flanqueantes del gen hMSH2 mostró una 
mutación tipo “missense” no descrita hasta el momento, y dos variantes polimórficas intrónicas (tablas 45 
y 46).  
 
 











25 Int 12 c.2006-6T>C - Descrita No patogénica 
14 Int 1 c.211+9C>G - Descrita Desconocida 
 
 











10 3 c.460G>A p.A154R No descrita  Desconocida 
 
 
           La mutación “missense” descrita por primera vez en este trabajo (c.460G>A) fue estudiada 
mediante simulación in sílico con ayuda de los programas bioinformáticos de predicción de cambios de 
aminoacídicos (tabla 47). Dos de estos programas predijeron que el cambio resulta patogénico (PMut y 
SIFT), mientras que los restantes (PolyPhen y SNPs3D) catalogan el cambio como neutro. El programa 
Panther no pudo realizar la simulación al no disponer de un alineamiento con una cantidad suficiente de 
proteínas homólogas.  
 
 
Tabla 47, Comportamiento teórico de la mutación de cambio de sentido del aminoácido en el gen hMSH2, no descrita 
anteriormente. Los valores aparecen en PSIC (PolyPhen), SMV (SNPs3D) y NN (PMut). P=patogénico, N=neutro. 
 
Mutación PolyPhen Valor SNPs3D Valor PMut Valor SIFT Valor Panther 
A154R N 0,16 N 2,74 P 0,51 P 0,01 No alineamiento 
 
 
           Este análisis fue completado con el estudio in sílico del nivel de conservación evolutiva del 
aminoácido mutado en las diferentes especies mediante el programa PolyPhen. Como se observa en la 
figura 41, aunque hay discordancia entre especies para el aminoácido A154 habiendo gran variabilidad en 
esa posición, al aminoácido Arginina no aparece en esa posición.  
A154R
 
Figura 41, Alineamiento de secuencias de la proteína hMSH2 en diferentes especies empleando el programa PolyPhen para 
el aminoácido A154. 
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2.4. ANÁLISIS DE GRANDES ALTERACIONES DE LOS GENES 
hMLH1 Y hMSH2. 
 
           Los genes hMLH1 y hMSH2 son proclives a presentar deleciones y reordenamientos de secuencia 
que pueden llevar a la desestabilización del sistema de reparación MMR155.  En este trabajo, procedimos a 
la búsqueda de este tipo de  alteraciones en 42 muestras de carcinoma endometrial mediante ensayos de 





Figura 42, Electroferogramas de las reacciones de MLPA de los genes hMLH1 y hMSH2 de un control y de uno de los casos 
con una amplificación del gen hMSH2.  
 
 
           Los resultados de los ensayos de MLPA mostraron cuatro casos (9, 15, 17 y 25) con 
amplificaciones o deleciones en los genes hMLH1 o hMSH2. Los casos 9 y 17 presentan una 
amplificación y una deleción del gen hMLH1 respectivamente; y los casos 15 y 25 presentaron 
amplificación del gen hMSH2 completo y de la región que comprende los exones 8, 9 y 10 del gen 
hMSH2 respectivamente (tabla 48 y figuras 43a y 43b).  
 
 
Tabla 48, Alteraciones cromosómicas encontradas en los genes hMLH1 y hMSH2 en carcinoma endometrial. 
 
Caso Gen Alteración Exones 
9 hMLH1 Amplificación Gen completo 
15 hMSH2 Amplificación 8, 9 y 10 
17 hMLH1 Deleción Gen completo 
25 hMSH2 Amplificación  Gen completo 
           
 
 




           
 
 
Figura 43a, Gráficas con los resultados de las normalizaciones de los electroferogramas de los casos 9, y 15. Las barras 
naranjas corresponden a los valores de los controles, las barras azul oscuro con los valores del gen hMLH1, las barras 
azul claro con los valores del gen  hMSH2 y las barras rojas con los valores de la amplificación de los exones 8, 9 y 10 
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Figura 43b, Gráficas con los resultados de las normalizaciones de los electroferogramas de los casos 9, 15, 17 y 25. Las 
barras naranjas corresponden a los valores de los controles, las barras azul oscuro con los valores del gen hMLH1 y las 
barras azul claro con los valores del gen hMSH2. Los valores de las correcciones se encuentran en el apartado anexos 
de este trabajo (tablas 60, 61 y 62). 
 
 
           De estos resultados cabe destacar el caso 9, que además de la amplificación del gen hMLH1, 
muestra una amplificación del control 3 del kit comercial de MLPA (barra naranja) que corresponde a una 
región del cromosoma 3 (3p22) que es el mismo donde se localiza el gen hMLH1, lo que sugiere una 
amplificación del cromosoma completo (figura 43). Este caso, además, presenta una mutación patogénica 
en el gen hMLH1 (c.1852_1853AA>GC). 
 
           En el caso 17 se pudo realizar el ensayo de MLPA en muestra tumoral y en muestra procedente de 
sangre periférica, observando que la deleción del gen hMLH1 se detecta únicamente en el tumor (figura 
43). El estudio de inestabilidad de microsatélites de esta muestra mostró los marcadores D2S123, PAX6 y  
MYCL1 como inestables (tabla 41).  
 
           Para confirmar estos hallazgos, se realizó una PCR a tiempo real cuantitativa comparativa de los 
exones 3 y 10 del gen hMLH1, 8 y 11 del gen hMSH2, y una amplificación control del cromosoma 12. 
Los resultados de estos ensayos confirmaron las alteraciones encontradas en los genes hMLH1 y hMS2 
por MLPA. En la figura 44 se muestran ejemplos de las gráficas de PCR a tiempo real cuantitativa 
comparativa (RQ) correspondientes al caso 17 (deleción de hMLH1) y al caso 15 (amplificación de los 







































tumoral  15  
 
Figura 44, Gráficas donde se muestra en el eje de abscisas las muestras analizadas mediante PCR cuantitativa relativa y en 
el eje de ordenadas la cuantificación relativa (RQ) de los  exones 3 y 10 del gen hMLH1 (A); y 8 y 11 de hMSH2 (B). Los 
valores de RQ=1±0,2 corresponden al control empleado y a muestras donde no hay pérdidas o ganancias genéticas. Los 
valores de RQ=0,5±0,2 corresponden a muestras con pérdida genética y los valores de RQ=1,5±0,2 corresponden a muestras 
con ganancia genética. También se muestran las barras de desviación estándar en cada caso. 
 
           Los resultados obtenidos en los ensayos de MLPA y PCR a tiempo real cuantitativa relativa en el 
caso 9 fueron además confirmados por estudios de Hibridación Genómica Comparativa (CGH) que 
mostraron una trisomía completa del cromosoma 3, donde se localiza el gen hMLH1. 
 
 




1. ANÁLISIS MUTACIONAL DEL EXÓN 1 DEL GEN HDAC 2 
 
           El análisis del exón 1 del gen HDAC2 fue realizado en 42 muestras tumorales de carcinoma 
endometrial y reveló la presencia de mutaciones en la región microsatélite A9 en  6 de estos casos (14,3%) 
(tabla 49)191.  
 
 
Tabla 49, Mutaciones encontradas en el exón 1 del gen HDAC2. 
 
Caso Mutación cDNA Mutación proteína 
9, 22, 24, 31, 39, 40 c.24_25delA p.K9fsX22 
9 c.24_26delAA p.K9fsX10 
            
 
           El estudio de muestras de sangre periférica de los casos 22 y 24, confirmó la naturaleza somática 
de las mutaciones. Además, estas dos muestras presentaron inestabilidad de microsatélites en 3 y 4 
marcadores respectivamente (tabla 41), aunque no presentaron ningún tipo de alteración en  los genes 
relacionados con los mecanismos de reparación estudiados. El caso 9 presenta inactivación bialélica del 
gen HDAC2.  
 
           Las muestras 9 y 31 presentaron, además de estas alteraciones en el exón 1 del gen HDAC2, 
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2. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS HDAC1, HDAC2 
Y HDAC3 
 
           El análisis de expresión de las proteínas HDAC1, HDAC2 y HDAC3 mediante Western blot se 
realizó en 38 muestras de carcinoma endometrial y en los extractos proteicos de 4 líneas celulares de 
carcinoma endometrial. 
           El análisis de este estudio en líneas celulares de carcinoma endometrial mostró una expresión 
homogénea de las tres proteínas (HDAC1, HDAC2 y HDAC3) en las cuatro líneas estudiadas (figura 45). 
Las líneas celulares AN3CA y SKUT1 presentan la mutación en la región microsatélite A9 del gen 
HDAC2 en heterocigosis191.  
 














Figura 45, Western blot con inmundetección de las proteínas HDAC1, HDAC2 y HDAC3 en líneas celulares de carcinoma 
endometrial (HEC1B, KLE, AN3CA, SKUT1). La detección de proteína β-actina corresponde al 
control de carga. 
              
 
           El análisis de expresión de las proteínas HDAC1, HDAC2 y HDAC3 en 38 extractos proteícos de 
carcinoma endometrial, cuantificados y normalizados, mostró una expresión desigual de las tres proteínas 
(figura 46, tabla 50). De todas las muestras analizadas, 23 casos presentaron expresión normal o 
sobreexpresión de las tres HDAC, cinco de estas muestras presentaron ausencia de la expresión de 
HDAC1 y HDAC3 (casos 12, 13, 15, 20 y 26), tres casos mostraron ausencia de expresión en HDAC2 y 
HDAC3 (casos 9, 18 y 31), dos casos presentaron ausencia de expresión de proteínas HDAC1 y HDAC2 
(casos 32 y 41), uno de los casos mostró ausencia de expresión de proteína HDAC1 (caso 38), un caso 
presentó ausencia de expresión de HDAC2 (caso 39) y tres casos mostraron una ausencia de expresión de 











1. Caso 1       
2. Caso 38     
3. Caso 10     
4. Caso 12     
5. Caso 9       
6. Caso 19     
7. Caso 39     
8. Caso 30     
9. Caso 26      
 
Figura 46, Western blot con inmunodetección de la proteína HDAC1, HDAC2 y HDAC3 en 9 muestras de carcinoma       





Tabla 50, Resultados del análisis de expresión de HDAC1, HDAC2 y HDAC3 en tejido tumoral de carcinoma endometrial. 
 




HDAC1 HDAC2 HDAC3 












1 +  +  Germinal +  
2  +  + Germinal  + 
5 +  +  Germinal +  
6 +  +  Germinal +  
8 +  +  Germinal +  
9 +   + p.K9fsX22, p.K9fs10  + 
10 +  +  Germinal +  
11 +  +  Germinal +  
12  + +  Germinal  + 
13  + +  Germinal  + 
15  + +  Germinal  + 
16 +  +  Germinal +  
17 +  +  Germinal +  
18 +   + Germinal  + 
19  +  + Germinal  + 
20  + +  Germinal  + 
21 +  +  Germinal +  
22 +  +  p.K9fsX22 +  
23 +  +  Germinal +  
24 +  +  p.K9fsX22 +  
25 +  +  Germinal +  
26  + +  Germinal  + 
27 +  +  Germinal +  
28 +  +  Germinal +  
29 +  +  Germinal +  
30 +  +  Germinal +  
31 +   + p.K9fsX22  + 
32  +  + Germinal +  
33 +  +  Germinal +  
34 +  +  Germinal +  
35  +  + Germinal  + 
36 +  +  Germinal +  
37 +  +  Germinal +  
38  + +  Germinal +  
39 +   + p.K9fsX22 +  
40 +  +  p.K9fsX22 +  
41  +  + Germinal +  




           Nuestros resultados muestran como la presencia de mutación truncante en uno de los alelos no es 
suficiente como para anular la expresión del gen HDAC2, mientras que la mutación en los dos alelos se 



























           Los carcinomas endometriales son los tumores ginecológicos más frecuentes en mujeres de países 
desarrollados. Aparecen mayoritariamente de forma esporádica, siendo la causa de su desarrollo 
desconocida a pesar de que se conocen ciertos factores de riesgo que propician su aparición2.  
 
           Los estudios realizados en los últimos años sobre la carcinogénesis endometrial han integrado las 
características clínico-patológicas y las alteraciones moleculares presentes en los diferentes tipos de 
tumores. Basado en esto, se han dividido los tumores de endometrio en  dos grades grupos: tipo I o 
endometrioide y tipo II o no endometrioide3. Los tumores mulerianos mixtos son otro tipo de tumores de 
endometrio considerados de tipo II por su agresividad aunque su componente carcinomatoso suele ser 
endometrioide225. 
  
           Los tumores tipo I representan la mayoría de los casos esporádicos (70-80%), aparecen a edades 
tempranas en mujeres pre y postmenopaúsicas, cursan con pronóstico favorable y suelen ser tumores de 
grado bajo con alta expresión estrogénica1,18,131. Estos tumores se originan a partir de una lesión 
precursora denominada hiperplasia atípica, que va acumulando alteraciones que conducen a las células a 
la aparición del tumor8,41. Actualmente se postulan dos tipos principales de alteraciones moleculares en el 
desarrollo de los carcinomas endometriales de tipo I: inestabilidad de microsatélites (MSI), y mutaciones 
somáticas en los genes PTEN, KRAS y CTNNB15,6,9,11,12,14,15.    
 
           El grupo de los tumores de tipo II incluye los tumores serosos y los de células claras; aparecen con 
menor frecuencia que los de tipo I y se desarrollan principalmente en mujeres postmenopausicas. Son 
tumores de grado alto, sin estimulación estrogénica y significativamente más agresivos que los de tipo 
I1,18,44. Como lesión precursora, se observan pólipos o lesiones precancerosas que producen atrofia del 
endometrio y en las que se acaba desarrollando el tumor8. Las alteraciones moleculares en este tipo de 
tumores aparecen predominantemente en los genes de p53, CDH1, p16 y en forma de pérdidas de 
heterocigosidad (LOH)12,17,19,20,34,128.  
 
           Trabajos previos realizados por diferentes grupos de investigación han permitido establecer la 
incidencia de las alteraciones moleculares presentes en los tumores endometriales tipo I4,5,6,8,9,10,11,14,15 y 
tipo II17,19,20,21,22 (tabla 51), pudiéndose observar la implicación de diferentes mecanismos moleculares en 





Tabla 51, Alteraciones moleculares en los carcinomas endometriales tipo I y tipo II de acuerdo con los estudios publicados 
hasta el momento. 
 
Alteración Tipo I Tipo II 
MSI 20-40% 0-5% 
PTEN 35-50% 10% 
PIK3CA 36% 5% 
TP53 10-20% 90% 
KRAS 15-30% 0-5% 
CTNNB1 20-40% 0-5% 
CDH1 10-20% 80-90% 
CDKN2A 10% 40% 
 
 
           Esta aproximación constituye una manera útil de categorizar los tumores endometriales, aunque 
existen tumores que no puedan ser catalogados en uno u otro grupo debido al solapamiento de 
características de ambos tipos, lo que lleva a plantearse que una clasificación rígida como la propuesta 
anteriormente sea correcta y la existencia real de un modelo de progresión tumoral definido por las 
alteraciones específicas en las células tumorales23,24.  
 
           Los carcinosarcomas son tumores muy heterogéneos, que aparecen con una incidencia baja (1-2% 
de todos los tumores endometriales). Estos tumores están formados por una mezcla de células malignas 
compuesta por una parte epitelial, que suele corresponder a carcinoma endometrioide, y una parte 
estromal28. Aunque el componente epitelial está formado, en la mayoría de los casos, por carcinoma de 
tipo endometrioide y comparte características moleculares con este tipo de tumores, se diferencia de ellos, 
en que su mayoría son de alto grado, tiene un peor pronóstico y mayor propensión a la metástasis40. A 
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nivel molecular, presentan alteraciones a nivel de los cromosomas 8 y 20, además de en los genes de p53 
y KRAS225. 
 
           En este trabajo hemos estudiado 28 carcinomas endometrioides (66,7% del total de casos incluidos 
en nuestro estudio), 6 carcinomas serosos y de células claras (14,3%), 2 carcinomas mixtos (4,8%), 5 
carcinosarcomas y 1 carcinoma del estroma (14,3%).  En las tablas 52a y 52b resumimos las alteraciones 
moleculares que fueron encontradas en cada uno de los casos). 
 
 




Tabla 52a, Relación de mutaciones encontradas en los genes de estudio en carcinoma endometrial. (C)=caso, (G)=gen, (P)=proteína, (H)=alteración homocigota. 
 
 
Tabla 52b, Relación de mutaciones encontradas en los genes de estudio en carcinoma endometrial. (C)=caso, (G)=gen, (P)=proteína, (H)=alteración homocigota. 
Gen PTEN TP53 CDH1 CDKN2A PIK3CA KRAS BRAF CTNNB1 
C 
Tipo 
G P G P G P G P G P G P G P G P 
1 Tipo I   638G>A R213Q             
2 Tipo I                 
405_406insA C136fsX1 
3 Tipo I 
956_959delCTTT T319fsX24 
              
4 Tipo I 641_662del Q214_K221del       1353_1379del G451_460del       
283C>A P95T 
328C>T Q110X 5 Tipo I 
376G>A A126T 
            94G>A D32N 
6 Sarcoma 515_517delGC R172fsX5               
7 Tipo I 388_389delinsT R130fsX16              
8 Tipo I 389G>C R130P              
9 Tipo I         3061T>C Y1021H       
10 Mixto   328C>T R110C   217G>A A73T 2974C>T R992X       
757_759delAT I253fsX2 
11 Tipo I 
959T>C L320S 
      3127A>G M1043V     111C>T S37F 
12 Sarcoma   722C>T (H) S241F(H)             
395G>A G132D 
13 Tipo I 
757_759delAT I253fsX2 
      3132T>G N1044K     122A>G T41A 
14 Tipo I 388C>G R130G               
15 Tipo I 395G>C G132A               
16 Tipo I           12G>T G12V     
17 Sarcoma   527_528insC C176fsX180             
743C>G P248R 
18 Tipo I 
752G>T G251V 
              
Gen PTEN TP53 CDH1 CDKN2A KRAS BRAF CTNNB1 
C 
Tipo 
G P G P G P G P G P G P G P G P 
19 Tipo I 388C>G R130G   253G>A V85I           
20 Tipo II                
21 
 
Tipo II   818G>A (H) R273H (H)             
22 Tipo I 389G>C R130P               
395G>C G132A 
23 Tipo I 
493G>A G165R 
      3140A>G H1047R     101G>A G34R 
24 Mixto 388C>G R130G         38G>A G13D     
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25 Sarcoma               122A>G T41A 
26 Tipo II                 
27 Tipo I 405_406insA C136fsX1 744G>A R248Q             
458_459insG P153fsX179 
28 Sarcoma 513G>C (H) Q171H (H) 
832C>T P278S 
            
29 Tipo I           35G>T G12V     
30 Tipo II   744G>A R248Q 271G>A R90Q           
31 Tipo II                 
32 Tipo I 900_902insTC D300fsX6       3140A>G H1047R     111C>T S37F 
33 Tipo II   821T>C V274A             
34 Tipo I                 
35 Tipo I           35G>A G12D     
36 Tipo I 697C>T (H) R233X (H)         38G>A G13D   101G>A G34R 
37 Tipo I 530_536delATTAT Y176fsX2               
38 Tipo I 388C>G R130G               
39 Tipo I 742_743insA P248fsX5         35G>T G12V     
40 Sarcoma 766G>T E256X               
41 Tipo I         1635G>T E545D       
42 Tipo I               98C>G S33C 




1. ESTUDIO DEL GEN PTEN 
 
          El gen PTEN es el que se ha encontrado mutado con mayor frecuencia en los tumores 
endometriales. Además de las mutaciones somáticas identificadas en su secuencia codificante, existen 
otros mecanismos de inactivación del gen PTEN como son pérdidas de heterocigosidad (LOH)19,226 y la 
hipermetilación de su región promotora76,77,78.  
 
           La búsqueda de mutaciones somáticas en el gen PTEN en 42 casos de tumores de endometrio 
mostró que más de la mitad de los casos incluidos en nuestro trabajo (57,1%) eran portadores de 
mutaciones en este gen (tabla 24). Las mutaciones se encontraron exclusivamente en tumores con 
componente de tipo I (endometrioides, mixto y carcinosarcomas) y en el sarcoma del estroma, no 
detectándose en los tumores serosos y de células claras. Si se tiene en cuenta únicamente los 28 casos de 
carcinoma endometrioide, la incidencia de mutación en el gen PTEN asciende a un 67,8% de los casos, 
porcentaje similar al descrito previamente en la literatura, que llega a alcanzar hasta el 80% en algunas 
series8,9,18,24,67,68,131,132. 
 
           Todas las mutaciones encontradas en el gen PTEN se han localizado entre los exones 5 a 8, que 
son los que codifican los dominios fosfatasa y C2. El dominio fosfatasa es responsables de la 
defosforilación de PIP3 y PIP2, con la consiguiente atenuación de la señal intracelular de PI3K50,74; 
mientras que el dominio C2 interviene en la unión a otras proteínas y a la membrana plasmática para 
ejercer más eficientemente esta función fosfatasa52. En trabajos previos también se ha descrito esta 
acumulación de alteraciones en esta localización, siendo las mutaciones encontradas fuera de estas dos 
regiones muy poco frecuentes y asociadas con un mejor pronóstico de la enfermedad67,74.   
 
         En este trabajo, hemos caracterizado 8 mutaciones nuevas en el gen PTEN: c.283C>A, c.395G>C, 
c.455A>G, c.515_517delGC, c.641_662del, c.743C>G, c.757_759delAT, c.959T>C y c.900_902insTC 
(tabla 24). Tres de estas variantes (c.515_517delGC, c.757_759delAT y c.900_902insTC) corresponden a 
mutaciones de cambio de fase de lectura (“frameshift”) que se consideraron patogénicas ya que generan 
una parada prematura de la traducción y una proteína truncada carente de función.  
 
           La mutación c.641_662del produce una pérdida de 7 aminoácidos en el dominio C2 de la proteína 
pero mantiene la fase de lectura. El estudio de la secuencia de la región delecionada puso de manifiesto 
un alto grado de conservación evolutiva, lo que refuerza la hipótesis de que esta región es relevante para 
el correcto funcionamiento de la proteína (figura 30). El análisis de esta mutación mediante programas 
informáticos de predicción teórica mostró que la secuencia delecionada no contiene secuencias diana de 
proteínas relacionadas con el procesamiento del RNA (proteínas SR) y tampoco contiene secuencias de 
anillamiento para miRNAs que pudieran regular la expresión del gen. Sin embargo, la alteración provoca 
la pérdida de  una cinta β54 que está implicada en la formación y el mantenimiento de una estructura de 
mayor complejidad necesaria para la unión a membranas y otras proteínas con este dominio52,53. Además, 
esta deleción se localiza en una región proclive a la aparición de alteraciones, sobre todo en el aminoácido 
Q214220. 
 
           Las mutaciones c.283C>A, c.395G>C, c.743C>G y c.959T>C, que producen cambios de 
aminoácido (“missense”), se describen por primera vez en este trabajo. Los estudios bioinformáticos 
mostraron un alto grado de conservación a lo largo de la evolución de los aminoácidos germinales y en 
tres de los cuatro casos (c.283C>A, c.395G>C y c.959T>C) los programas sugerían un efecto patogénico. 
No obstante, los estudios informáticos de predicción teórica mostraron que dichos cambios no contiene 
secuencias diana de proteínas relacionadas con el procesamiento del RNA, ni contienen secuencias de 
anillamiento para miRNAs (datos no mostrados). En el caso de la mutación c.395G>C, p.G132A, 
localizada en el dominio fosfatasa de la proteína y que encontramos en dos de los casos estudiados, se 
localizan en el mismo codón que otras mutaciones descritas anteriormente como patogénicas: c.395G>A, 
p.G132D y c.395G>T, G132V220, que se han encontrado en carcinomas endometriales con una frecuencia 
alta. En nuestro estudio hemos encontrado también un caso portador de la mutación c.395G>A (caso 13, 
tabla 24). Este hecho refuerza el carácter patogénico de la nueva mutación, probablemente al modificar la 
función fosfatasa de la proteína7.  
 
           El estudio bioinformático de la mutación c.743C>G, p.P248R resultó contradictorio, ya que varios 
de los programas utilizados predecían un efecto neutro (tabla 25) a pesar que el grado de conservación 
evolutiva de este codón era muy alto (figura 28). Esta variante se encontró en la muestra 18, que también 
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contenía la mutación c.752G>T, p.G251V que ha sido considerada patogénica en otros estudios220. Con el 
fin de determinar si las mutaciones se localizaban en el mismo alelo, procedimos a clonar los fragmentos 
amplificados por PCR, confirmando que ambas mutaciones se localizan en el mismo alelo (figura 47), lo 
que refuerza la hipótesis de la mutación c.743C>G, p.P248R tiene un efecto neutro. No obstante, son 
necesarios estudios poblacionales y funcionales para corroborarlo. 
 










Figura 47, Secuencia del exón 7 del gen PTEN del caso 18 con las mutaciones encontradas (c.743C>G y c.752G>T) y 
secuencias de los clones con cada alelo. Se adjunta un diagrama con la localización de dichos cambios.   
 
 
           La mutación c.455A>G encontrada en el caso 31 y descrita por primera vez en este trabajo, 
produce un cambio silencioso, p.L152L, en el dominio fosfatasa. El estudio bioinformático descartó que 
la mutación modifique secuencias implicadas en el proceso de maduración de RNA, así como que sea un 
lugar de unión de miRNAs. Por ello, la variante p.L152L fue considerada no patogénica, aunque son 
necesarios estudios poblacionales para confirmar la naturaleza polimorfa de este cambio.  
 
           Dado que el gen PTEN es un gen supresor de tumores, es necesaria la inactivación del segundo 
alelo49 para justificar su implicación en la tumorigénesis.  En este sentido,  la inactivación del alelo 
contralateral puede ser consecuencia de mutaciones patogénicas o de otro tipo de eventos genéticos como 
pérdidas de heterocigosidad (LOH)19,226 o procesos de silenciamiento epigenético77,78,79. La ausencia de 
muestras de sangre periférica de algunas de las pacientes incluidas en el estudio nos ha impedido 
determinar el porcentaje de casos en los que la mutación de un alelo se acompaña de pérdida de 
heterocigosidad. No obstante, en los tumores de los casos 28 y 36, en los que no dispusimos de muestra 
procedente de sangre periférica, pudimos confirmar la existencia de los dos alelos dado que mantenían la 
heterocigosidad en el polimorfismo IVS4+109ins5 del gen PTEN en la pieza tumoral (figura 31). Ante la 
existencia de una mutación en homocigosis y la ausencia de LOH, podemos deducir que, o existe una 
microdeleción en la región afectada por las mutaciones en los casos 28 y 36, o nos encontramos ante una 




mutación en homocigosis; en este último caso, cabe la posibilidad de que las dos mutaciones sean 
adquiridas o que una de ellas se haya heredado en línea germinal. La ausencia de sangre periférica de 
estas pacientes no nos permitió validar esta hipótesis.  
 
           El estudio mediante Western blot del caso 9 mostró la ausencia de expresión de la proteína PTEN. 
Dado que no hemos encontrado mutaciones patogénicas truncantes en este caso y que hemos confirmado 
la presencia de los dos alelos en el locus 10q23 por la presencia de la variante IVS5-12insT en 
heterocigosis, la ausencia de expresión debe explicarse como consecuencia de la inactivación epigenética 
de los dos alelos, siendo necesario el análisis de estado de metilación de la región promotora del gen para 
confirmar esta hipótesis.   
 
           El caso 5 es un caso peculiar en el que hemos caracterizado tres mutaciones en el exón 5 del gen 
PTEN. La clonación de los fragmentos de PCR y su consiguiente secuenciación reveló que las 
mutaciones c.328C>T p.Q110X, ya descrita con anterioridad220, y la mutación c.283C>A p.P95T descrita 
por primera vez en este trabajo, se encuentran en el mismo alelo, mientras que la mutación c.376G>A, 
p.A126T, también previamente descrita, se encuentra en el alelo contrario (figura 48). Dado que la 
mutación c.328C>T p.Q110X, es una mutación sin sentido (“nonsense”) que genera una proteína 
truncada220, debemos considerar a la mutación c.283C>A p.P95T como una mutación de significado 
desconocido. No obstante, el estudio in sílico de esta mutación con programas de predicción, mostró que 
cuatro de las cinco simulaciones, consideraban la mutación patogénica. Además, esta mutación está 
localizada en una secuencia muy conservada de la proteína que corresponde al dominio fosfatasa, donde 
se ha descrito previamente otra mutación patogénica p.P95L220. El exón 5 es el más mutado en nuestra 
serie y su relevancia radica en que codifica parte del dominio fosfatasa de la proteína PTEN. El cambio 
prolina por treonina supone la pérdida de un iminoácido que confiere cierta rigidez a la estructura proteica 
por un aminoácido hidrofílico. La existencia de tres mutaciones patogénicas podría explicarse por una 
mayor inestabilidad del tumor. En nuestro estudio, no hemos encontrado mutaciones en los genes hMLH1 
y hMSH2 pero si una hipermetilación de las regiones promotoras de estos genes (tabla 42), no pudiendo 
realizar el estudio de inestabilidad genómica por no disponer de muestra procedente de sangre periférica 
de la paciente. Por otro lado, cabe la posibilidad de que la paciente sea portadora de una mutación 
germinal sobre la que se añaden dos mutaciones durante el proceso de desarrollo del tumor.  
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Figura 48, Secuencia del exón 5 del gen PTEN del caso 5 con las mutaciones encontradas (c.283C>T, c.328C>T y c.376G>A) 
y secuencias de los clones con cada alelo. Se adjunta un diagrama con la repercusión de dichos cambios en  la proteína.  
 
 
           En los casos 3, 11, 13 y 23 (tabla 24), también hemos encontrado dos mutaciones heterocigotas en 
el gen PTEN. En estos casos no pudimos comprobar experimentalmente la localización de las mutaciones 
en los diferentes alelos al estar situadas en diferentes exones y  no disponer de RNA que nos permitiese 
analizar el cDNA, pero lo más probable es que se localicen en los diferentes alelos y expliquen la 
inactivación del gen.  
 
           En nuestro trabajo hemos incluido 6 sarcomas de útero: 5 carcinosarcomas y 1 sarcoma del 
estroma. Los carcinosarcomas son los sarcomas más frecuentes y sus características epidemiológicas y 
moleculares hacen que su comportamiento sea más parecido a los carcinomas endometrioides de alto 
grado que  a los sarcomas en sí40.  La mitad de los sarcomas uterinos estudiados presentaron alteraciones 
en el gen PTEN; este porcentaje es superior a otras series publicadas hasta el momento en las que se 
encuentran mutaciones patogénicas en el gen PTEN en un 8 a 18% de los casos227.  
 
           El estudio de expresión de la proteína PTEN en tejido tumoral mediante Western blot mostró que 
su expresión se correlaciona con el tipo de mutaciones encontradas. Así, los casos sin mutaciones en el 
gen PTEN o con mutaciones “missense” mantenían una expresión normal, mientras que en los casos 
donde fueron identificadas una o varias mutaciones de cambio de fase de lectura “frameshift” con 
aparición de un codón de parada de la traducción prematuro, los niveles de expresión estaban disminuidos 
(tabla 27). Sin embargo, los casos 25 y 42, que no presentaban mutaciones en el gen PTEN, mostraron 
una disminución de la expresión de la proteína, lo que sugiere la existencia de otro mecanismo de 
inactivación del gen, como pudiera ser la hipermetilación del promotor o una pérdida de heterocigosidad 
del locus. Estos caso deben de ser analizados con cuidado dado que  los anticuerpos comerciales 
disponibles no muestran asociación significativa entre la expresión de la proteína y las alteraciones en el 
gen PTEN132,228.   
 
 
2. ESTUDIO DEL GEN PIK3CA 
   
           PI3K es una proteína que participa en la fosforilación de segundos mensajeros formados desde la 
membrana plasmática, constituyendo, junto con PTEN, un mecanismo de activación/modulación de la 
ruta de Akt que está implicada en los procesos tumorigénicos de la célula9. En el gen que codifica la 
subunidad catalítica p110α de PI3K (PIK3CA) se han descrito alteraciones genéticas que contribuyen al 
desarrollo del carcinoma endometrial230. 
 
           El estudio del gen PIK3CA en 42 tumores de endometrio nos ha permitido caracterizar ocho casos 
(19%) que presentaban mutaciones en el gen.  No obstante, si tenemos en cuenta solamente los tumores 
endometrioides de esta serie, el porcentaje de casos con mutaciones en este gen asciende al 25%, similar 
al publicado en otras series87,231.  
 
           En seis casos las mutaciones se localizaron en el exón 20, que codifica el dominio kinasa, y en dos 
casos, en los exones 7 y 9, donde residen los dominios C2 y hélice respectivamente. Se ha descrito que, a 
diferencia del cáncer de colon, donde predominan las mutaciones en el exón 9, en el cáncer de endometrio 
son más frecuentes las mutaciones en el exón 20 del gen PIK3CA232, confirmando nuestro estudio esta 
observación. Las mutaciones en este dominio se han asociado con un aumento de la actividad catalítica 
fosforilativa de la proteína PI3K, lo que produciría una activación de la vía de Akt y, con ello, de todos 
los procesos de diferenciación y crecimiento celular, apoptosis, etc, implicados en el desarrollo 
tumoral230. Las mutaciones en el exón 20 se han relacionado con tumores de mayor agresividad que las 




del exón 9233, y las del exón 7 no se han estudiado hasta el momento en tumores de endometrio132,233,234, 
por lo que nuestra observación de la existencia de una mutación en esta región sugiere la necesidad de 
analizar también este exón en este tipo de tumores.  
 
           La mayoría de las mutaciones en el gen PIK3CA se agrupan en tres posiciones: E452, E545 del 
dominio hélice, y H1047 en el dominio kinasa85,86. En nuestra serie hemos encontrado dos casos con la 
mutación H1047R y otro con la mutación E545D, no encontrando mutaciones recurrentes aunque sí una 
agrupación entre los nucleótidos c.2974 y c.3140 (tabla 36).  
 
           Las mutaciones del gen PIK3CA en los tumores endometriales se han asociado con mutaciones 
concomitantes en el gen PTEN  en casi la mitad de los casos (46%)231,235. Nosotros hemos encontrado 
mutaciones en los genes PTEN y PIK3CA en cinco casos (casos 4, 11, 13, 23 y 32), mientras que tres 
casos (casos 9, 10 y 41) eran portadores de mutaciones en PIK3CA pero no de PTEN (tablas 52a y 52b). 
Cabe destacar el caso 4, donde convergen mutaciones en los genes PTEN y PIK3CA que producen 
deleciones en fase de 7 y 9 aminoácidos respectivamente, sugiriendo que el mecanismo causante de estas 
mutaciones pudiera ser el mismo. Dado que hemos encontrado 24 casos portadores de mutaciones en el 
gen PTEN, menos de la cuarta parte de los casos con mutaciones en este gen (20,8%) son portadores de 
mutaciones en el gen PIK3CA. Sin embargo, esta incidencia se sitúa por encima de lo reflejado por otros 
grupos231,235.  
 
           Las mutaciones inactivantes del gen PTEN y las activadoras del gen PIK3CA son redundantes ya 
que ambas activan la vía de Akt230. Se ha intentado explicar la presencia simultánea de mutaciones en 
estos genes en los tumores de endometrio, postulándose dos posibles hipótesis235: a) se necesita más de 
una señal activadora de la vía Akt para que se produzca el desarrollo del tumor, b) PTEN y PIK3CA, 
además de la regulación de la vía de Akt, trendrían otras funciones; así, recientemente se ha demostrado 
que PTEN  puede interaccionar con p53 y modular su función de manera independiente a su actividad 
fosfatasa236.  
 
           Se ha sugerido que las mutaciones de PIK3CA aparecen en un estadio posterior del desarrollo 
tumoral que las de PTEN y estarían asociadas con una mayor capacidad de invasión y, por tanto, con una 
mayor malignidad, planteando que ambas mutaciones se deben considerar como dos eventos 
independientes en la tumorigénesis endometrial235. Nuestros resultados muestran que cuatro de los cinco 
tumores portadores de mutaciones en los genes PTEN y PIK3CA corresponden a carcinomas de bajo 
grado, mientras que únicamente uno de ellos es de grado alto y con mayor potencial maligno, lo que no 
apoyaría este supuesto.  
 
           Cinco de las mutaciones del gen PIK3CA descritas en nuestro trabajo han sido previamente 
caracterizadas en otros estudios. En dos casos hemos encontrado mutaciones que producen una proteína 
truncada a nivel del dominio C2 (caso 4: p.G451_G460del) y a nivel del dominio kinasa (caso 10: 
p.R992X).  La mutación identificada en el gen PIK3CA en el caso 4, produce una proteína truncada 9 
aminoácidos en su dominio C2, dominio que forma láminas β en la superficie proteica y cuya función 
consiste en la unión a otras proteínas y a la membrana plasmática89. Esta mutación fue estudiada en 
profundidad con un programa de predicción de la estructura secundaria, observándose que da lugar a un 
cambio por acortamiento de la estructura proteíca y por modificación del plegamiento adyacente (figura 
37). El análisis del nivel de conservación evolutivo de esta mutación puso de manifiesto que los codones 
L456, N457 y P458 están altamente conservados (figura 38), lo que refuerza el posible carácter 
patogénico de la misma. El estudio in sílico de la secuencia delecionada reveló que no es diana de las 
proteínas relacionadas con el procesamiento del RNA (proteínas SR); ni de miRNAs, por lo que el efecto 
patogénico de esta alteración posiblemente esté mediado por el cambio estructural que modifique las 
interacciones de la proteína con otras moléculas85.  
 
           En el caso 10 hemos encontrado una mutación que genera un codón de parada (“nonsense”), que se 
traduciría en una proteína carente casi por completo del dominio kinasa (tabla 36), comprometiendo la 
actividad de la proteína oncogénica PI3K (figura 49). Si bien es cierto que la mayoría de las mutaciones 
encontradas en este gen son de tipo “missense”, excepcionalmente han sido descritos tres casos de 
deleciones, dos inserciones y una delección compleja en fase en la secuencia del gen, aunque en alguno 
de estos casos, el resultado es una proteína no truncada89,235. El estudio de expresión proteica de este caso 
mediante Western blot mostró una ausencia total de proteína PIK3CA (figura 40, tabla 37) a pesar de que 
el alelo contralateral no mostraba ninguna otra alteración. La ausencia de expresión proteíca podría ser 
consecuencia de la inactivación o silenciamiento del alelo germinal por otro mecanismo no conocido237.  
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Figura 49, Secuencia de la mutación encontradas en el caso 10 (c.2974C>T) en el gen PIK3CA. Diagrama con la repercusión 
del cambio en la proteína.  
 
 
           El estudio del caso 9 mediante CGH (estudio realizado en colaboración con el grupo del 
laboratorio 12 del Centro de Investigación del Cáncer-Salamanca), mostró la presencia de una trisomía 
del cromosoma 3.  Este tumor presenta una mutación puntual patogénica en el dominio kinasa de la 
proteína (p.Y1021H) que, junto con la amplificación, constituyen dos eventos de activación de la función 
catalítica de PI3K. Esta asociación es muy poco frecuente y trabajos previos apuntan a que alteraciones 
puntuales y amplificaciones en el gen son excluyentes238.  
 
           Curiosamente, aunque el caso 9 no presenta mutaciones en el gen PTEN, no hemos encontrado 
expresión de esta proteína mediante Western blot (figura 33, tabla 27). La causa más plausible de la falta 
de expresión de la proteína PTEN es el silenciamiento por hipermetilación del promotor de ambos alelos 
del gen. Este evento, aún sin confirmar, se sumaría al incremento de expresión de Akt secundario a la 
amplificación en el gen PIK3CA y a la mutación puntual en el dominio kinasa de este.   
 
 
3. ESTUDIO DE LOS GENES KRAS Y BRAF 
 
           Se han descrito mutaciones en el gen KRAS en carcinomas endometriales de tipo I. Las 
mutaciones activadoras en este gen se asocian tanto con la ruta de señalización intracelular de las MAP 
Kinasas104 como de Akt229. Las alteraciones activadoras más frecuentes se localizan en los codones 12, 13 
y 61; estas mutaciones producen un aumento de la capacidad intercambiadora de nucleótidos de guanina 
de la proteína, manteniendo a la proteína en un estado de activación permanente que aumenta la 
señalización intracelular102.  
 
           El estudio de 42 tumores de endometrio nos ha permitido identificar 6 casos (14,3%) portadores de 
mutaciones en los codones 12 y 13, pero ninguna en el codón 61, hecho que concuerda con los estudios 
realizados por otros grupos11,12,239. Todas las mutaciones estaban presentes en tumores de naturaleza 
endometrioide y en un tumor mixto. No hemos encontrado ninguna mutación en los tumores de tipo II. Si 
se toma únicamente como referencia los tumores de tipo I, la incidencia de aparición de mutaciones en 
KRAS asciende al 17,9% similar a la incidencia descrita por otros grupos103,107.  
 
           Al igual que actualmente se plantea que el mecanismo de PTEN y PI3K pueda estar relacionado en 
la patogénesis molecular del carcinoma endometrial235,231, también se ha intentado relacionar las 
alteraciones aparecidas en KRAS, con las identificadas en estos dos genes. Aunque hay cierta 
controversia en los resultados240, parece que podría existir una convergencia entre las alteraciones 
ocurridas en PTEN y KRAS132,239, y un efecto excluyente con las de PIK3CA240. En nuestro trabajo 




hemos observado que el 50% de los casos portadores de mutaciones en el gen KRAS presentan también 
mutaciones en el gen PTEN, mientras que no existe ningún caso con mutaciones en los genes KRAS y 
PIK3CA (tablas 52a y 52b), lo cual concuerda con resultados previos en otros trabajos241. Esta 
observación refuerza la hipótesis de que las mutaciones en los genes PTEN y KRAS son eventos iniciales 
en el desarrollo del cáncer de endometrio mientras que las mutaciones en el gen PIK3CA ocurren en 
estadios más tardíos231.   
 
           Por otro lado, las alteraciones encontradas en KRAS podrían contribuir al efecto patogénico de las 
inactivaciones monoalélicas de PTEN, al igual que en su día se propuso este hecho para PIK3CA231. Si 
analizamos exclusivamente los tumores tipo I (endometrioides), que son los tumores donde aparecen con 
mayor frecuencia alteraciones tanto en PTEN, PIK3CA y KRAS9,11,87,88; el 85,7% de los casos muestran 
mutación en alguno de estos genes, lo que supone casi el total de los tumores de endometrio tipo I.  
 
           En nuestro trabajo también hemos incluido el estudio del gen BRAF, que codifica una 
serina/treonina kinasa. Esta actúa inmediatamente después de KRAS en la ruta de activación de las MAP 
Kinasas, y tiene una importancia considerable en los procesos de desarrollo tumoral108, encontrándose 
mutado en varios tipos de tumores como son los melanomas109, cáncer tiroideo242, y cáncer de colon243. Se 
ha sugerido que las mutaciones entre los genes KRAS y BRAF son excluyentes113, por lo que 
hipotetizamos que los tumores con mutaciones en PTEN y sin mutaciones en KRAS podrían presentar 
mutaciones en este locus. El estudio de los exones 11 y 15 del gen BRAF, en los que han sido descritas la 
mayoría de las mutaciones en este gen y que, además, contiene la variante p.V600E que se ha asociado 
con el desarrollo de  algunos tumores111, no mostró ninguna mutación patogénica, por lo que debemos 
concluir que mutaciones en el gen BRAF no participan en el desarrollo de los tumores de endometrio 
incluidos en nuestro trabajo. El caso 15 mostró una alteración en el intrón 15 del gen BRAF, no descrita 
con anterioridad, posiblemente de carácter no patogénico ya que se localiza fuera de las secuencias 
consenso de procesamiento de RNA (tabla 39).   
 
 
4. ESTUDIO DEL GEN CTNNB1 
 
           La proteína β-catenina es uno de los componentes de las unidades de mantenimiento de la 
arquitectura celular a través de las interacciones cadherina-catenina114 y un importante intermediario en la 
vía de señalización intracelular de Wnt115. Las mutaciones patogénicas en el exón 3 del gen CTNNB1 
producen una estabilización de la proteína que evita su degradación117 y promueve su acumulación en el 
núcleo donde ejerce un papel activador de la trascripción muy importante, favoreciendo los procesos 
relacionados con la tumorigénesis endometrial122.  
 
           El análisis del exón 3 del gen CTNNB1 en 42 tumores de endometrio nos permitió identificar en 
ocho casos (19%) seis mutaciones, todas ellas ya descritas en anteriores trabajos y caracterizadas como 
patogénicas. Al igual que las alteraciones en los genes PTEN, PIK3CA y KRAS, las mutaciones estaban 
presentes en carcinomas de tipo I y en un carcinosarcoma con diferenciación endometrioide. Los tumores 
que exhiben estas alteraciones en el gen CTNNB1 fueron de grado bajo y buen pronóstico.   
 
           La relación que guardan las alteraciones encontradas en el gen CTNNB1 con otros eventos 
patogénicos de los carcinomas tipo I ha suscitado cierta controversia. Trabajos previos sugieren que las 
alteraciones en los genes  PTEN y KRAS son excluyentes con las del gen CTNNB116,41,123, aunque 
trabajos más recientes no han podido confirmarlo240,244. En nuestro estudio, sólo hemos encontrado un 
caso con mutaciones en los genes KRAS y CTNNB1 (caso 36, tabla 53). Sin embargo, la posible relación 
excluyente entre las mutaciones de los genes PTEN y CTNNB1 no está definida. El 75% de las 
alteraciones encontradas en el gen CTNNB1 aparecen conjuntamente con alteraciones en PTEN (tabla 
53), porcentaje superior a lo publicado hasta el momento por otros grupos1,41,240,244.  
 
            Como también se observa en la tabla 53, la mitad de los casos con mutaciones en el gen CTNNB1 
presentaban mutaciones en el gen PIK3CA (50%), valor significativamente alto y no estudiado en 
trabajos anteriores. Además, estos casos también presentaban mutaciones en el gen PTEN.            
 
 
Tabla 53, Alteraciones en el gen CTNNB1, donde se muestra si  en los mismos casos de carcinoma endometrial aparecen 
también  alteraciones en los genes PTEN, PIK3CA y KRAS. (H) muestra las alteraciones encontradas en homocigosis. 
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Caso β-catenina PTEN PIK3CA KRAS 
5 D32N P95T ; Q110X; A126T No No 
9 Amplificación No expresión Amp/Y1021H No 
11 S37F I253fsX2; L320S M1043V No 
13 T41A G132D; I253fsX2 N1044K No 
23 G34R G132A; G165R H1047R No 
25 T41A No  No No 
36 G34E R233X (H) No G13D 
37 S37F D300fsX6 H1047R No 
42 S33C No No No 
 
 
5. ESTUDIO DEL GEN TP53 
 
           La proteína p53 participa en procesos importantes para el mantenimiento de la integridad celular 
como la regulación del ciclo celular, la reparación de DNA o la apoptosis133,143.   
 
           En nuestro trabajo hemos encontrado 9 mutaciones patogénicas en el gen TP53 en 10 tumores tipo 
I, tipo II y carcinosarcomas. La incidencia de estas alteraciones en los tumores de tipo I ha sido de 7,1%, 
todos ellos de grado alto (grado 2 y 3), lo cual coincide con lo referido en trabajos previos12; en los 
tumores de tipo II y en los carcinosarcomas, la incidencia ha sido de un  50%, inferior a lo publicado 
previamente en otros trabajos17,132,225.  
 
           Aunque p53 es una proteína supresora de tumores, no es necesaria en su caso una inactivación 
bialélica para producir el efecto patogénico ya que estas mutaciones actúan como dominantes negativas e 
inactivan el producto del alelo germinal cuando se agrupan en forma de tetrámero136,150. Aún así, en los 
carcinomas endometriales han sido descritas, además de mutaciones inactivantes, pérdidas de 
heterocigosidad en el locus de TP5317,19. En nuestro trabajo hemos encontrado dos pacientes (casos 12 y 
21) que presentaban mutaciones en homocigosis, lo que sugería una inactivación bialélica del gen, bien 
por mutación o por una pérdida de heterocigosidad encubierta. Ante la ausencia de sangre periférica, 
decidimos cuantificar la región del gen de p53 en estos dos casos para dilucidar la causa. Los estudios de 
PCR a tiempo real cuantitativa comparativa mostraron ausencia de pérdida de material genético, por lo 
que debemos concluir que existían dos alelos con la misma mutación. Del mismo modo, el caso 28 
mostró dos mutaciones inactivantes de p53 (c.458_459insG, c.832C>T). 
 
           Se ha descrito que las mutaciones en los genes PTEN y TP53 suelen ser excluyentes239 mientras 
que pueden coexistir mutaciones en los genes TP53 y PIK3CA245. En nuestro trabajo hemos encontrado 
dos casos con mutaciones puntuales en los genes PTEN y TP53, un carcinoma endometrioide y un 
carcinosarcoma, ambos de grado alto (casos 27 y 28) (tabla 52b), mientras que un único caso, un tumor 
mixto (caso 10, tabla 52a), mostraba mutaciones en los genes TP53 y PIK3CA. Estos resultados sugieren 
que ambas asociaciones son poco frecuentes aunque no excluyentes.  
 
 
6. ESTUDIO DEL GEN CDH1 
 
           El gen de la E-Cadherina (CDH1) codifica una proteína de adhesión celular que se expresa en 
células epiteliales y participa en el mantenimiento de la polaridad celular y la arquitectura tisular124. Las 
mutaciones en este gen supresor de tumores se han asociado con invasión tumoral y metástasis125, 
confiriendo a los tumores peor pronóstico.   
 
           El estudio de este gen se ha abordado por otros grupos principalmente por análisis 
inmunohistoquímico, observándose una disminución de la expresión en el 80-90% de los tumores 
endometriales tipo II y el 10-20% de los tumores tipo I34,131. En nuestro trabajo hemos encontrado dos 
casos (casos 19 y 30) que eran portadores de mutaciones puntuales en el gen CDH1 (4,7%). La 
discrepancia entre el pequeño porcentaje de tumores portadores de mutaciones en este gen y el elevado 
número de tumores con disminución de la expresión descritos por otros grupos sugiere que los 
mecanismos patogénicos más relevantes de inactivación de la E-Cadherina en tumores de endometrio 
corresponden a pérdidas alélicas y fenómenos de hipermetilación del promotor del gen22.  





           En los casos 19 y 30 hemos identificado dos mutaciones de tipo “missense” (de cambio de sentido) 
no descritas hasta el momento y localizadas en la secuencia que codifica el precursor proteíco de E-
Cadherina (tabla 31). En esta región se han descrito sobre todo mutaciones de parada de la traducción 
(“nonsense”) y deleciones/inserciones tuncantes (“framshift”), siendo menos frecuentes las mutaciones 
“missense” patogénicas246. El hecho de que esta región no forme parte de la proteína madura y, por 
consiguiente, no interfiera en la funcionalidad de la proteína, sugiere que estas mutaciones pueden no ser 
relevantes. Sin embargo, estas mutaciones podrían interferir en el procesamiento post-traduccional de este 
pro-péptido, haciendo que se forme una proteína aberrante y no funcional278.    
 
           El estudio bioinformático de estas variantes predijo que ambos cambios son neutrales (tabla 32), 
pero este tipo de programas no están desarrollados para el análisis de regiones precursoras. Igualmente, 
estas regiones no suelen estar conservadas a lo largo de la evolución pues suelen aparecer en especies ya 
evolucionadas248.  
 
           Las alteraciones patogénicas en el gen CDH1 se han descrito principalmente en carcinomas 
endometriales no endometrioides (serosos y de células claras) y suelen conferir peor pronóstico21,126,127,129. 
En este trabajo, la mutación “missense” p.V85I se localizó en un tumor de tipo histológico endometrioide 
y de bajo grado (caso 19) que presentaba también una mutación patogénica en el gen PTEN. El caso 30, 
portador de la mutación p.R90Q, corresponde a un tumor seroso que porta otra alteración patogénica en 
p53. Estos resultados sugieren que, además de poco frecuentes, las mutaciones puntuales en el gen CDH1 
podrían aparecer tanto en tumores de tipo I como de tipo II, aunque son necesarios estudios posteriores 
para corroborarlo.  
 
 
7. ESTUDIO DEL GEN CDKN2A 
 
           La proteína p16 inhibe específicamente el complejo CDK-ciclina D, un importante regulador del 
ciclo celular. Las alteraciones en esta proteína desregulan el proceso de división celular y ciclo celular, y 
están implicadas en el desarrollo del cáncer de endometrio141. Se ha descrito una disminución de 
expresión de esta proteína en tumores249.  
 
           El análisis del gen CDKN2A, que codifica la proteína p16, en 42 tumores de endometrio mostró 
una mutación de significado desconocido en el exón 2 (c.217G>A) cuyo posible efecto patogénico 
todavía no ha sido comprobado. Esta mutación aparece en un tumor de tipología mixta (caso 10, tabla 
52a), donde convergen elementos tumorales de tipo I (endometrioide de alto grado) y de tipo II (células 
claras). El estudio bioinformático de esta mutación mostró un efecto neutral para el cambio A73T (tabla 
35). Además, el estudio interespecies mostró un bajo grado de conservación, encontrándose el 
aminoácido mutado, presente en alguna de las especies analizadas (figura 36), por lo que podemos 
concluir que se trata de una mutación no patogénica. 
 
           Nuestros resultados confirman la ausencia de mutaciones puntuales en el gen CDKN2A en 
tumores de endometrio. Dado que no hemos realizado el estudio inmunohistoquímico de expresión 
proteica en nuestras muestras, no podemos analizar la frecuencia de alteraciones de esta proteína en 
tumores endometriales.  
 
 
8. ESTUDIO DE LA FUNCIÓN REPARADORA DEL DNA EN 
CARCINOMA ENDOMETRIAL 
 
           La inestabilidad de microsatélites (MSI) constituye un indicador de la existencia de fallos en los 
mecanismos de reparación del DNA, principalmente en los sistemas encargados de la reparación de los 
emparejamientos erróneos o “mismatch repair system”155. Los tumores que presentan MSI son proclives a 
acumular mutaciones que desestabilizan o inactivan genes relacionados con el crecimiento y la 
supervivencia celular, y de esta manera, conducen a la célula al desarrollo del tumor por diferentes 
mecanismos162.  
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           La inestabilidad de microsatélites es una característica asociada a los tumores endometriales de 
tipo I que se presenta en etapas tempranas del desarrollo tumoral, apareciendo con una incidencia elevada 
en las lesiones hiperplásicas atípicas5,6. Esta particularidad sugiere que algunas de las mutaciones que 
aparecen en estos tumores, como las ocurridas en los genes PTEN y KRAS250,251, podrían ser 
consecuencia de fallos en la reparación de DNA.  
 
           Nosotros hemos podido estudiar la inestabilidad de microsatélites en 11 casos, observando que en 
7 de ellos (63,6%) existía MSI, incidencia que se encuentra ligeramente por encima de lo descrito en 
anteriores trabajos4,5,6. El estudio de 8 secuencias marcadoras reveló que la mayoría de los tumores con 
MSI eran moderadamente inestables (M-MSI), presentando 3 y 4 marcadores afectado, característica 
común de los tumores endometriales esporádicos155. De los siete casos con MSI, cuatro tumores eran de 
tipo endometrioide, uno era un tumor seroso (tipo II), uno era un tumor de tipo mixto y el último un 
carcinosarcoma.   
 
           La inestabilidad de microsatétlites puede asociarse a carcinomas de endometrio esporádicos o estar 
incluida dentro de un síndrome más complejo como es el síndrome de Lynch47. En los casos del síndrome 
de Lynch suele ser inestable el marcador BAT26, hasta el punto de que algunos autores sugieren que el 
estudio de este marcador sería suficiente para demostrar la inestabilidad en estos casos252. Como 
mostramos en la tabla 41, sólo uno de los tumores de endometrio estudiados por nosotros presenta 
inestabilidad en BAT26, lo que sugiere que los tumores de endometrio incluidos en nuestro trabajo son 
esporádicos y no forman parte de un síndrome de Lynch. 
 
          Los casos donde fueron identificados los fenómenos de MSI, mostraron también mutaciones 
patogénicas en los genes PTEN, PIK3CA, KRAS y TP53 aunque ninguno de los casos presentó 
mutaciones en todos los genes (tabla 54). La coexistencia de MSI y mutaciones en otros genes ya ha sido 
referido en anteriores trabajos1,18. Se ha postulado que el gen PTEN es una de las dianas de las 
deficiencias en la reparación del DNA (fenotipo mutador), lo que explicaría la elevada incidencia de 
mutaciones en este gen en tumores endometrioides250. Sin embargo, también se ha propuesto que la 
presencia de MSI y la inactivación de PTEN, de aparición temprana en el desarrollo de los carcinomas 
endometriales, son eventos simultáneos durante el proceso de diferenciación a carcinoma 
endometrioide244. Dado que de 7 casos con inestabilidad de microsatélites, sólo hemos encontrado 
mutación somática en el gen PTEN en cuatro casos, nuestros resultados sugieren que las mutaciones en el 
gen PTEN serían independientes de la MSI.  
 
 
Tabla 54, Relación de alteraciones genéticas en los casos de carcinoma endometrial con MSI. 
 
Caso Tipo  PTEN PIK3CA KRAS TP53 
1 I - - - R213Q 
4 I Q214_K221del G451_G460del - - 
17 Sarcoma - - - C176fsX180 
22 I R130P - - - 
24 I y II R130G - Codón 13 - 
26 II - - - - 
38 I R130G - - - 
  
 
           No obstante, la aparición en tres casos con MSI de mutaciones patogénicas que afectan al codón 
130 de PTEN, nos permite especular con que ese codón podría ser una posición proclive a los errores de 
replicación del DNA, aunque estudios previos han podido corroborar esta falta de asociación250.   
 
           Dado que la inestabilidad de microsatélites se asocia con pérdida de la función de alguno de los 
genes reparadores de emparejamientos erróneos de DNA durante la replicación, decidimos determinar la 
organización de los genes hMLH1 y hMSH2, que son los que se encuentran mutados con mayor 
frecuencia en casos de síndrome de Lynch. Nuestro estudio mostró dos casos (casos 9 y 31) portadores de 
mutaciones patogénicas en el gen hMLH1253,254 y un caso (caso 10) con una mutación de significado 
desconocido en el gen hMSH2. En ninguno de estos casos pudimos realizar el estudio de MSI al no 
dispones de material procedente de tejido no tumoral. El caso 9 presentaba una mutación en PIK3CA, 
mientras que el caso 31 no presentaba mutaciones patogénicas en ninguno de los genes estudiados; el 
caso 10 presenta mutaciones en los genes TP53, CDKN2A y PIK3CA.  





           La mutación encontrada en hMSH2 corresponde a una mutación que describimos por primera vez 
en este trabajo. Los estudios bioinformáticos realizados sobre este cambio  localizado en el dominio de 
unión a DNA (c.460G>A, p.A154R) muestran predicciones contradictorias, posiblemente debido al bajo 
grado de conservación que presenta el aminoácido sujeto a  cambio. Sin embargo, dicho cambio no 
aparece como tolerado en ninguna de las especies estudiadas, con lo que no podemos descartar la posible 
patogenicidad del aminoácido arginina. Además, este análisis bioinformático predice también que este 
cambio no contiene secuencias diana de proteínas relacionadas con el procesamiento del RNA (proteínas 
SR) y tampoco contiene secuencias de anillamiento para miRNAs que pudieran regular la expresión del 
gen. 
 
           En nuestro trabajo abordamos por primera vez el estudio de grandes reordenamientos 
cromosómicos en los loci hMLH1 y hMSH2  en casos de cáncer de endometrio esporádico. Como se 
observa en la tabla 48 hemos encontrado cuatro casos con reordenamientos (dos tumores tipo I y dos 
carcinosarcomas). El caso 9, portador de una mutación patogénica en hMLH1, también presentaba una 
amplificación del gen hMLH1 (tabla 48, figura 43a). El caso 17 es portador de una deleción del gen 
hMLH1; este caso presentaba MSI (tabla 41) y una mutación patogénica en el gen TP53 (tabla 52a). El 
caso 15 presentaba una amplificación de lo exones 8, 9 y 10 del gen hMSH2, que es la región implicada 
en la interacción con las proteínas hMSH3 y hMSH6255, y mutaciones en el gen PTEN; mientras que el 
caso 25 presentaba una amplificación completa del gen hMSH2 y una mutación en el gen CTNNB1. En 
estas alteraciones encontradas, predominan las amplificaciones sobre las deleciones, hecho menos 
frecuente que lo descrito en otras series de casos hereditarios256,257.  
 
           La naturaleza somática de estas alteraciones no pudo ser comprobada por falta de material 
germinal en todos los casos excepto en uno (caso 17) donde la deleción del gen hMLH1 corresponde a 
una verdadera pérdida de heterocigosidad del locus.   
 
           En resumen, en nuestro estudio hemos caracterizado 6 casos de carcinoma endometrial esporádico 
que presentan mutaciones somáticas en los genes reparadores. La falta de DNA no tumoral nos impide 
caracterizar mejor estos casos. No obstante, la ausencia de antecedentes familiares de otros tumores 
incluidos en el síndrome de Lynch, nos inclina a pensar que estamos ante cánceres esporádicos y no ante 
síndrome de Lynch.  
 
           Hasta el momento la mayoría de los trabajos sobre genes reparadores en carcinoma endometrial 
esporádico han analizado la expresión proteica de estos genes mediante técnicas 
inmunohistoquímicas155,258, por lo que son poco los estudios que aportan datos sobre la presencia de 
mutaciones patogénicas en estos genes. Los casos en los que hemos encontrado mutaciones somáticas 
(mutaciones puntuales y grandes reordenamientos) en los genes hMLH1 y hMSH2 presentan una 
incidencia de mutación en los oncogenes y genes supresores de tumores incluidos en nuestro trabajo 
similar a la de los tumores que no son portadores de este tipo de mutaciones, por lo que podemos deducir 
que la inestabilidad debe de afectar a otros loci que no hemos estudiado.  
 
           Con el fin de completar el estudio de los genes reparadores, y dado que en los tumores esporádicos 
se ha descrito que su expresión puede estar disminuida por fenómenos de hipermetilación de sus regiones 
promotoras, analizamos los patrones de metilación de los promotores de los genes hMLH1, hMSH2 y 
hMSH6. Aunque la muestra de partida es bastante heterogénea en cuanto a tipo tumoral, estos resultados 
corroboran la importante implicación de la hipermetilación de la región promotora del gen hMLH1 en la 
carcinogénesis endometrial (38,1% de los casos), sobre todo de tipo endometrioide162,259. Además, estos 
resultados sugieren que, a pesar de que hMSH6 tiene una importante implicación en la patogénesis 
tumoral de endometrio esporádica47,162,260, los fenómenos de hipermetilación están menos representados 
que en hMLH1 (26,2% de los casos) y de forma similar a la de hMSH2 (21,4% de los casos). Como 
mostramos en la tabla 42, la mayoría de los casos que presentan inestabilidad de microsatélites (casos 1, 
4, 17 y 24) no presentaron metilación en las regiones promotoras de los genes reparadores, por lo que la 
inestabilidad debe de ser consecuencia de alteraciones en otros genes o de otros mecanismos de 
inactivación génica. 
 
           En nuestro trabajo hemos intentado relacionar las alteraciones en los genes pertenecientes al 
sistema MMR con el aumento de la tasa de aparición de mutaciones en otros genes de susceptibilidad al 
desarrollo del carcinoma endometrial, como son PTEN en los tumores de tipo I y TP53 en los tumores de 
tipo II. Esta relación mostró diferencias entre ambos genes a pesar que los casos con estas alteraciones 
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también suelen presentar MSI250,253,258. Mientras que los casos con mutaciones patogénicas en el gen 
PTEN muestran una alta coincidencia con los patrones de metilación de los genes hMLH1, sobretodo, y 
hMSH2 y hMSH6 (13 casos de 24); los casos con mutaciones patogénicas en el gen TP53 muestran 
ausencia de patrones de hipermetilación en genes reparadores, (un único caso de nueve, caso 33).  Lo que 
confirma la presencia de una fuerte relación entre mutaciones en el gen PTEN y los patrones de 
hipermetilación del gen hMLH1. Llama la atención que los casos que presentaban una fuerte 
hipermetilación del promotor del gen en hMLH1 (casos 6, 8, 9, 13 14 y 39) presentaban mutaciones 
patogénicas en el gen PTEN excepto en un caso (caso 9) que no es portador de mutaciones en el gen pero 
si ha mostrado una ausencia de expresión de proteína.  
 
 
9. IMPLICACIONES DE HDAC EN CARCINOMA 
ENDOMETRIAL 
 
           Las proteínas HDAC participan en el control de la expresión génica produciendo la desacetilación 
de histonas, lo que favorece el mantenimiento del DNA en un estado de mayor compactación que, de 
forma general, dificulta el acceso de los distintos factores de transcripción176. Además, interviene en el 
control de la expresión génica interaccionando con diferentes complejos que participan en la regulación 
de la transcripción, así como en la regulación de procesos de proliferación, diferenciación, etc180,181,182,183. 
Se ha observado que estas proteínas presentan diferente expresión dependiendo del tejido y del tipo 
tumoral187,188,189. Así, en endometrio sano, la expresión de las HDAC de clase I oscila durante las 
diferentes fases del ciclo mentrual178.  
 
          Nosotros hemos estudiado mediante Western blot la expresión de las proteínas HDAC1, HDAC2 y 
HDAC3 en 38 muestras de carcinoma endometrial observando expresión de las tres proteínas en la mitad 
de los tumores (54,8%), de los cuales 13 corresponden a carcinomas tipo I (46,4% de los casos), 3 a 
carcinomas tipo II (50% de los casos) y 7 a sarcomas y tumores mixtos (87,5% de los casos). En cinco 
casos hemos observado ausencia de expresión de las proteínas HDAC1 y HDAC3, acetilasas que han sido 
descritas asociadas con la regulación de la expresión de receptores hormonales178. 
 
           Estudios previos realizados en otros tumores han relacionado la ausencia de expresión de la 
proteína HDAC1 con un peor pronóstico del cáncer y una disminución de la supervivencia261. En nuestro 
trabajo, la falta de datos clínicos no nos ha permitido poder determinar este aspecto.  
 
           Además de estudiar la expresión de las proteínas HDAC1, HDAC2 y HDAC3, también hemos 
analizado la organización del exón 1 del gen HDAC2 en 42 tumores de endometrio, encontrando 6 casos 
que presentan mutaciones. El grupo de Esteller ha descrito una mutación en una secuencia de poliA (A9) 
localizada en este exón del gen HDAC2 que modifica la fase de lectura y produce una proteína truncada 
principalmente en tumores con inestabilidad de microsatélites191. Nosotros describimos por primera vez 
un caso en el que ambos alelos presentaban mutaciones en esta secuencia (caso 9, figura 50).   
 
 















Figura 50, Secuencia del exón 1 del gen HDAC2 en el caso 9 (c.24_25delA y c.24_26delAA). Diagrama con la repercusión de 
los cambios en la proteína.  
 
 
           Los seis casos con mutaciones truncantes en el gen de HDAC2 eran portadores de alteraciones en 
los genes pertenecientes a los mecanismos de reparación de DNA (tabla 55), dos casos presentaban MSI, 
tres casos presentaban hipermetilación del promotor hMLH1 y dos casos más eran portadores de 
mutaciones patogénicas en el gen hMLH1, lo que confirma que las mutaciones en esta región del gen 
HDAC2 se asocian con alteraciones en los mecanismos de reparación del DNA. 
 
 
Tabla 55, MSI y alteraciones encontradas en los genes hMLH1 y hMSH2 relacionadas con los casos que presentan   
mutaciones en el gen HDAC2.  
 
Caso MSI Metilación hMLH1 hMSH2 
9 ¿? hMLH1 (++) c.1852_1853AA>GC/amplificación - 
22 + hMLH1 (+) - - 
24 + - - - 
31 ¿? - c.306+5G>A (splicing) - 
39 ¿? hMLH1 (++) - - 
40 ¿? - - - 
 
 
           Aunque estudios previos realizados en cáncer colorrectal sugerían que la presencia de la mutación 
truncante en el exón 1 de HDAC2 podría dar lugar a la pérdida de expresión de proteína191, nuestro 
trabajo muestra que las líneas celulares de carcinoma endometrial AN3CA (carcinoma endometrioide) y 
SKUT-1 (leiomiosarcoma), portadoras de esta mutación, no pierden la expresión de la proteína191. 
Nosotros hemos observado que en tres de los seis tumores con la mutación truncante en el gen HDAC2 se 
observa la pérdida de expresión de proteína y que no todos los casos con pérdidas de expresión de 
HDAC2 presentan mutaciones en esta región. La causa de la falta de expresión en estos casos, a pesar de 
la presencia de uno de los alelos germinales, podría estar determinada  por algún efecto inactivante del 
gen no estudiado todavía como pérdidas alélicas o hipermetilación de su promotor.  
 
           En resumen, la formación de carcinoma de endometrio esporádico endometrioide surge por 
acumulación de alteraciones somáticas en diversos genes supresores de tumores y oncogenes, entre las 
que se encuentran mutaciones en el gen PTEN, que son las que aparecen con mayor frecuencia. 
Mutaciones en los genes PIK3CA, KRAS y CTNNB1, también contribuyen al desarrollo de tumores 
endometriales. Asimismo, se ha comprobado que hay una marcada relación entre las mutaciones en el gen 
PTEN y ciertas alteraciones en los mecanismos de reparación de DNA por el sistema MMR del DNA, 
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entre las que destaca la hipermetilación del promotor del gen hMLH1. Por otro lado, los carcinomas 
endometriales esporádicos no endometrioides no suelen mostrar mutaciones en los genes PTEN, 
PIK3CA, KRAS o CTNNB1 de forma frecuente, pero sí en el gen TP53. En estos tumores, las 
alteraciones del mecanismo MMR no son tan frecuentes, sugiriendo que las mutaciones en la proteína p53 
no son consecuencia de defectos en la reparación de DNA. Los carcinosarcomas, a pesar de tener dos 
componentes tumorales, han demostrado una gran semejanza con los carcinomas de naturaleza 
endometrioide. Esta semejanza se aprecia por las alteraciones moleculares que presentan ya que muchas 



























1. Los resultados presentados en este trabajo confirman la posibilidad de discriminar los 
carcinomas de endometrio en función de su perfil genético, encontrándose mutados los genes 
PTEN, PIK3CA, KRAS y CTNNB1 en los tumores endometriales de tipo I, TP53 en los de tipo 
II y PTEN y TP53 en los carcinosarcomas. 
 
 
2. En este trabajo describimos nuevas mutaciones en los genes PTEN y PIK3CA, descartando la 
existencia de mutaciones recurrentes. La presencia de mutaciones en ambos genes en un mismo 
tumor, junto con la caracterización en un tumor con una mutación en la que se pierde la función 
de PIK3CA, sugiere que estos genes pueden actuar por vías diferentes en el desarrollo tumoral. 
 
 
3. Las alteraciones en los genes implicados en la reparación de DNA  son eventos frecuentes en los 
carcinomas de endometrio tipo I. La observación de que las mutaciones en el gen PTEN se 
asocian sobre todo con hipermetilación de los promotores y no con mutaciones en genes 
reparadores de DNA o inestabilidad de microsatélites, abre la posibilidad de que existan dos vías 
en el desarrollo tumoral relacionadas con la reparación del DNA: una en la que la 
hipermetilación de los promotores de genes reparadores favorecería las mutaciones secundarias 
en otros loci, principalmente en el gen PTEN, y una segunda en la que las alteraciones somáticas 
de los genes reparadores (mutaciones puntuales o grandes reordenamientos) se producirían de 
manera simultánea a las mutaciones en otros genes como el gen PTEN. 
 
 
4. Las deacetilasas de histonas (HDAC1, HDAC2 y HDAC3) presentan una expresión variable en 
tumores de endometrio no encontrando relación ni con la presencia de mutaciones somáticas en 




5. Nuestros resultados confirman que la mutación truncante en la secuencia poliA  del exón 1 del 
gen HDAC2 se asocian con alteraciones en el sistema de reparación del DNA. 








1. The results presented in this study confirm that the genetic profile of endometrial carcinoma can 
differentiate between mutations in PTEN, PIK3CA, KRAS and CTNNB1 genes for type I 
tumors, TP53 gene for type II tumors and PTEN and TP53 for carcinosarcomas. 
 
 
2. In this study, we have characterized novel mutations in PTEN and PIK3CA genes, rejecting the 
existence of recurrent mutations. The observation of mutations in both genes in the same tumors, 
as well as a truncating mutation in PIK3CA that implicate loss of protein function, suggest that 
these genes act by different pathways in tumor development. 
 
 
3. Genetic alterations in DNA repair genes are associated with type I endometrial carcinoma. As we 
observed, PTEN mutations are related to promoter hypermethylation of DNA repair genes but 
not to mutations in these genes or microsatellite instability, so, it is probable that two pathways 
exist in tumor development: first, promoter hypermethylation of DNA repair genes increase 
secondary mutations in different loci, primarily in PTEN gene; and second, somatic mutations in 
DNA  repair genes (punctual mutations or gross rearrangements) appear simultaneously with 
mutations in other genes such as PTEN. 
 
 
4. Histone deacetylases (HDAC1, HDAC2 and HDAC3) display variable expression in endometrial 
tumors that are not related to somatic mutations in oncogenes, tumor suppressor genes or DNA 
repair gene alterations. 
 
 
5. Our results confirm that the truncating mutation in A9 sequence of exon 1 of HDAC2 gene is 
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Tabla 56a, Sondas utilizadas en el kit SALSA MLPA P003 MLH1/MSH2 para los ensayos de MLPA. 
 
Posición cromosómica Tamaño 
(bp) Sonda SALSA MLPA 
Referencia hMLH1 hMSH2 
130 Reference probe 0797-L00463 5q31   
136 Reference probe 0981-L0566 10p11     
142 MLH1 probe 0886-L0474    Exón 1   
148 MSH2 probe 1027-L0599      Exón 1 
154 MLH1 probe 1008-L0577    Exón 2   
160 MSH2 probe 0906-L0494      Exón 2 
166 MLH1 probe 0888-L0476    Exón 3   
172 MSH2 probe 1029-L0601     Exón 3 
178 MLH1 probe 0889-L0477    Exón 4   
184 MSH2 probe 0908-L0496      Exón 4 
190 MSH2 probe 6343-L5729     Exón 1 
196 Reference probe 3861-L3610 3p22     
202 MLH1 probe 0890-L6064   Exón 5   
211 MSH2 probe 0909-L0497     Exón 5 
216 MSH2 probe 13145-L14624   Exón 1 
220 MLH1 probe 0891-L0479   Exón 6   
229 MSH2 probe 0910-L0498     Exón 6 
238 MLH1 probe 0892-L0480   Exon 7   
247 MSH2 probe 0911-L0499     Exon 7 
256 MLH1 probe 0893-L0481   Exón 8   
265 MSH2 probe 0912-L0582      Exón 8 
274 MLH1 probe 0894-L0482   Exón 9   
283 Reference probe 0438-L0003 17q21     
292 MSH2 probe 0913-L0583     Exón 9 
301 MLH1 probe 0895-L0483   Exón 10   
310 MSH2 probe 0914-L0584      Exón 10 
319 MLH1 probe 0896-L0484    Exón 11   
328 MSH2 probe 0915-L0503      Exón 11 
337 MLH1 probe 0897-L0485    Exón 12   
346 MSH2 probe 0916-L0504     Exón 12 
355 MLH1 probe 0898-L0486   Exón 13   
364 MSH2 probe 1013-L0575     Exón 13 
373 Reference probe 0681-L0154 4q25     
382 MLH1 probe 0899-L0586    Exón 14   
391 MSH2 probe 0918-L0506     Exón 14 
400 MLH1 probe 0900-L0488   Exón 15   
409 MSH2 probe 0919-L0585     Exón 15 













Tabla 56b, Sondas utilizadas en el kit SALSA MLPA P003 MLH1/MSH2 para los ensayos de MLPA. 
 
Posición cromosómica Tamaño 
(bp) 
Sonda SALSA MLPA 
Referencia hMLH1 hMSH2 
418 MLH1 probe 1009-L0576   Exón 16   
427 MSH2 probe 1053-L0627     Exón 16 
436 MLH1 probe 1030-L0602   Exón 17   
445 MLH1 probe 1031-L0603   Exón 18   
454 MLH1 probe 0904-L0492   Exón 19   
463 Reference probe 0979-L0568 10p14     
472 Reference probe 13147-L14404   Extremo 5` 
481 Reference probe 13130-L03603   Extremo 5´ 
490 Reference probe 04274-L03639 13q12     
 
 

























Tabla 57, Sondas utilizadas en el kit SALSA MS-MLPA ME011-B1 MMR para los ensayos de MS-MLPA. 
 
 Posición cromosómica Tamaño 
(bp) Sonda SALSA MS-MLPA 
Referencia hMLH1 hMSH2 hMSH6 
130 CTNN probe 03896-L00020 11q13.3    
136 KCNJ6 probe 03797-L04594 21q22.13      
142 PMS2 probe 07935-L16571   7p22.1    
148 MLH1 probe 01685-L01265   3p22.2 Promotor   
154 PMS2 probe 11966-L13112   7p22.1    
160 MSH6 probe 06228-L05731   2p16.3   Promotor 
166 MLH1 probe 01686-L15580   3p22.2 Promotor   
172 MGMT probe 14133-L15736  10q26.3    
178 TNFRSF1A probe 00554-L13113  12p13.31    
184 MSH2 probe 06227-L07711   2p21  Promotor  
190 PROKR2 probe 11954-L12774  20p12.3    
196 MLH1 probe 06222-L07712 3p22.2 Promotor   
202 MGMT probe 05670-L14276  10q26.3    
208 MSH6 probe 06230-L05733  2p16.3   Promotor 
214 MGMT probe 12250-L14205 10q26.3    
220 MSH3 probe 07940-L14208  5q14.1    
232 PAH probe 02334-L13114  12q23    
238 MLH1 probe 07187-L07710  3p22.2    
247 MSH2 probe 11634-L12398  2p21  Promotor  
256 SEPT9 probe 09646-L09804  17q25.3    
265 MLH1 probe 06221-L01747  3p22.2 Promotor   
274 MSH2 probe 06142-L00599  2p21  Promotor  
283 MSH3 probe 11947-L00795 5q14.1    
292 MLH1 probe 02258-L01745  3p22.2 Promotor   
301 MSH6 probe 06229-L05732  2p16.3   Promotor 
310 CACNA1A probe 09065-L15938   19p13.2    
319 TSC1 probe 04324-L03897   9q34.13    
328 KCNQ1 probe 15055-L04802   11p15.5    
339 PMS2 probe 07934-L16147   7p22.1    
346 MGMT probe 13716-L15582  10q26.3    
355 MLH3 probe 07941-L07722  14q24.3    
364 CUGBP2 probe 01234-L00781  10p14    
373 ABCB4 probe 04727-L04144 7q21.12    
382 MGMT probe 14136-L12791   15q21.1    
391 FBN1 probe 02459-L01903  10q26.3    




400 MSH2 probe 06141-L13115  2p21  Promotor  
409 MGMT probe 14135-L16573  10q26.3    































Control 1 3741 4263,5 1,039139648 1 1,0128 0,6828 0,9936 1,0175 1,1376 1,1606 1,1768 1,1706 
Control 2 4004 4621,5 1,026038332 0,9874 1 0,6742 0,9811 1,0047 1,1233 1,1459 1,162 1,1558 
MLH1 ex 1 4915 4163,5 1,398033016 1,3454 1,3626 0,9186 1,3368 1,3689 1,5305 1,5614 1,5833 1,5748 
MSH2 ex 2A 3842 4642,5 0,980071867 0,9432 0,9552 0,644 0,9371 0,9597 1,073 1,0946 1,1099 1,104 
MLH1 ex 2 4406 4050 1,288373977 1,2398 1,2557 0,8466 1,2319 1,2616 1,4105 1,4389 1,4591 1,4513 
MSH2 ex 2 1860 2179,5 1,010668071 0,9726 0,985 0,6641 0,9664 0,9896 1,1065 1,1288 1,1446 1,1385 
MLH1 ex 3 4346 3403 1,512447288 1,4555 1,4741 0,9938 1,4462 1,481 1,6558 1,6892 1,7128 1,7037 
MSH2 ex 3 3779 4702 0,951802282 0,916 0,9276 0,6254 0,9101 0,932 1,042 1,063 1,0779 1,0722 
MLH1 ex 4 3541 2867 1,462684666 1,4076 1,4256 0,9611 1,3986 1,4322 1,6013 1,6336 1,6565 1,6477 
MSH2 ex 4 3463 3969,5 1,03316375 0,9942 1,0069 0,6789 0,9879 1,0117 1,1311 1,1539 1,17 1,1638 
MSH2 ex 1B 3332 4030,5 0,979035731 0,9422 0,9542 0,6433 0,9361 0,9587 1,0718 1,0934 1,1087 1,1029 
Control 3 3958 3080 1,521869972 1,4645 1,4832 1 1,4552 1,4902 1,6661 1,6997 1,7235 1,7143 
MLH1 ex 5 5515 4650,5 1,404424325 1,3515 1,3688 0,9228 1,3429 1,3752 1,5375 1,5685 1,5905 1,582 
MSH2 ex 5 2567 2986,5 1,017925102 0,9796 0,9921 0,6689 0,9733 0,9967 1,1144 1,1369 1,1528 1,1467 
MSH2 ex 1C 4325 4848 1,056515749 1,0167 1,0297 0,6942 1,0102 1,0345 1,1567 1,18 1,1965 1,1901 
MLH1 ex 6 4657 3793 1,45403838 1,3993 1,4171 0,9554 1,3903 1,4238 1,5919 1,6239 1,6467 1,6379 
MSH2 ex 6 3361 3736 1,065403501 1,0253 1,0384 0,7001 1,0187 1,0432 1,1664 1,1899 1,2066 1,2002 
MLH1 ex 7 4140 3177,5 1,543004727 1,4849 1,5038 1,0139 1,4754 1,5109 1,6893 1,7233 1,7474 1,7382 
MSH2 ex 7 2160 2805 0,911954898 0,8776 0,8888 0,5992 0,872 0,893 0,9984 1,0185 1,0328 1,0273 
MLH1 ex 8 4307 3710,5 1,374658781 1,3229 1,3398 0,9033 1,3144 1,346 1,505 1,5353 1,5568 1,5485 
MSH2 ex 8 2796 3639 0,909929167 0,8757 0,8868 0,5979 0,87 0,891 0,9962 1,0163 1,0305 1,025 
MLH1 ex 9 3526 3029,5 1,378363696 1,3264 1,3434 0,9057 1,318 1,3497 1,509 1,5394 1,561 1,5527 
Control 4 2391 2707,5 1,045835996 1,0064 1,0193 0,6872 1 1,0241 1,145 1,168 1,1844 1,1781 
MSH2 ex 9 1778 1964 1,072118396 1,0317 1,0449 0,7045 1,0251 1,0498 1,1737 1,1974 1,2142 1,2077 
MLH1 ex 10 3411 2607 1,549505646 1,4911 1,5102 1,0182 1,4816 1,5172 1,6964 1,7306 1,7548 1,7455 
MSH2 ex 10 3045 3738,5 0,964589182 0,9283 0,9401 0,6338 0,9223 0,9445 1,056 1,0773 1,0924 1,0866 
MLH1 ex 11 3792 3400,5 1,320620469 1,2709 1,2871 0,8678 1,2627 1,2931 1,4458 1,4749 1,4956 1,4876 
MSH2 ex 11 3010 3147,5 1,13253917 1,0899 1,1038 0,7442 1,0829 1,109 1,2399 1,2649 1,2826 1,2758 
MLH1 ex 12 2788 2630 1,255421308 1,2081 1,2236 0,8249 1,2004 1,2293 1,3744 1,4021 1,4218 1,4142 
MSH2 ex 12 3257 3956 0,975020957 0,9383 0,9503 0,6407 0,9323 0,9547 1,0674 1,089 1,1042 1,0983 
MLH1 ex 13 3050 2571,5 1,404642438 1,3517 1,369 0,923 1,3431 1,3754 1,5378 1,5688 1,5907 1,5823 
MSH2 ex 13 1693 2080 0,963931334 0,9276 0,9395 0,6334 0,9217 0,9439 1,0553 1,0766 1,0916 1,0858 
Control 5 1679 1947 1,02126211 0,9828 0,9953 0,6711 0,9765 1 1,1181 1,1406 1,1566 1,1504 
MLH1 ex 14 1726 1494,5 1,36772047 1,3162 1,333 0,8987 1,3078 1,3392 1,4974 1,5275 1,5489 1,5407 
MSH2 ex 14 1416 1982 0,846081264 0,8142 0,8246 0,5559 0,809 0,8285 0,9263 0,9449 0,9582 0,9531 
MLH1 ex 15 3610 2709,5 1,577867465 1,5184 1,5378 1,0368 1,5087 1,545 1,7274 1,7622 1,7869 1,7774 
MSH2 ex 15 2369 3100,5 0,904869187 0,8708 0,8819 0,5946 0,8652 0,886 0,9906 1,0106 1,0248 1,0193 
MLH1 ex 16 2577 2594 1,176513518 1,1322 1,1467 0,7731 1,125 1,152 1,288 1,314 1,3324 1,3253 
MSH2 ex 16 2954 4000,5 0,874477603 0,8415 0,8523 0,5746 0,8362 0,8563 0,9574 0,9767 0,9903 0,9851 
MLH1 ex 17 1872 1768 1,253937985 1,2067 1,2221 0,8239 1,199 1,2278 1,3728 1,4005 1,4201 1,4125 
MLH1 ex 18 2595 2364,5 1,299722145 1,2508 1,2667 0,854 1,2428 1,2727 1,4229 1,4516 1,4719 1,4641 
MLH1 ex 19 2606 2315,5 1,33285253 1,2827 1,299 0,8758 1,2744 1,3051 1,4592 1,4886 1,5094 1,5014 
Control 6 1526 1978,5 0,91342092 0,879 0,8902 0,6002 0,8734 0,8944 1 1,0202 1,0344 1,0289 
Control 7 2295 3035,5 0,895374924 0,8617 0,8727 0,5883 0,8561 0,8767 0,9802 1 1,014 1,0086 




Control 8 2421 3247 0,883008686 0,8497 0,8606 0,5802 0,8443 0,8646 0,9667 0,9862 1 0,9947 
Control 9 922 1230 0,88772466 0,8543 0,8652 0,5833 0,8488 0,8692 0,9719 0,9915 1,0053 1 
 



























Control 1 2248 2034 0,9335334 1 0,8765 0,9838 1,0242 1,111 0,855 0,7504 0,7332241 1,0839693 
Control 2 3575 2834,5 1,0671273 1,1409 1 1,1224 1,1686 1,267 0,9755 0,8561 0,8365351 1,2367002 
MLH1 ex 1 2275 2155 0,8932042 0,955 0,837 0,9395 0,9781 1,061 0,8165 0,7166 0,7001946 1,0351397 
MSH2 ex 2A 3312 2118 1,3230645 1,4145 1,2398 1,3916 1,4488 1,571 1,2094 1,0614 1,0371677 1,5333073 
MLH1 ex 2 2025 1918 0,8932912 0,955 0,8371 0,9396 0,9782 1,061 0,8166 0,7166 0,7002628 1,0352405 
MSH2 ex 2 1994 1354 1,2460146 1,3322 1,1676 1,3106 1,3644 1,48 1,139 0,9996 0,9767673 1,4440137 
MLH1 ex 3 1927 1831,5 0,8902079 0,9517 0,8342 0,9363 0,9748 1,057 0,8138 0,7142 0,6978457 1,0316672 
MSH2 ex 3 3377 2273 1,2570376 1,3439 1,178 1,3222 1,3765 1,493 1,1491 1,0085 0,9854083 1,4567884 
MLH1 ex 4 1811 1721,5 0,890078 0,9516 0,8341 0,9362 0,9747 1,057 0,8136 0,7141 0,6977439 1,0315167 
MSH2 ex 4 2987 2152,5 1,1741098 1,2553 1,1003 1,2349 1,2857 1,395 1,0733 0,9419 0,9204001 1,3606828 
MSH2 ex 1B 3142 2164,5 1,2281891 1,3131 1,1509 1,2918 1,3449 1,459 1,1227 0,9853 0,9627936 1,4233556 
Control 3 1826 1625 0,950745 1,0165 0,8909 1 1,0411 1,129 0,8691 0,7627 0,7453015 1,101824 
MLH1 ex 5 2493 2395 0,880711 0,9416 0,8253 0,9263 0,9644 1,046 0,8051 0,7065 0,6904009 1,0206612 
MSH2 ex 5 2525 1645 1,2987098 1,3885 1,217 1,366 1,4222 1,543 1,1872 1,0419 1,0180757 1,5050825 
MSH2 ex 1C 3867 2460,5 1,3297422 1,4217 1,2461 1,3986 1,4561 1,579 1,2155 1,0668 1,0424024 1,5410461 
MLH1 ex 6 2172 2163 0,8496106 0,9083 0,7962 0,8936 0,9304 1,009 0,7766 0,6816 0,666021 0,9846188 
MSH2 ex 6 2927 1902,5 1,3017114 1,3917 1,2198 1,3691 1,4254 1,546 1,1899 1,0443 1,0204287 1,5085611 
MLH1 ex 7 1910 2007 0,8051979 0,8609 0,7545 0,8469 0,8817 0,956 0,736 0,646 0,6312052 0,9331487 
MSH2 ex 7 2196 1490,5 1,2465709 1,3327 1,1682 1,3112 1,3651 1,481 1,1395 1,0001 0,9772034 1,4446585 
MLH1 ex 8 1780 1742,5 0,8642987 0,924 0,8099 0,9091 0,9464 1,027 0,7901 0,6934 0,6775351 1,0016409 
MSH2 ex 8 3072 2033,5 1,2781849 1,3665 1,1978 1,3444 1,3997 1,518 1,1684 1,0254 1,001986 1,4812961 
MLH1 ex 9 1698 1694,5 0,8478378 0,9065 0,7945 0,8918 0,9284 1,007 0,775 0,6802 0,6646312 0,9825642 
Control 4 1490 1380,5 0,9132013 0,9763 0,8558 0,9605 1 1,085 0,8348 0,7326 0,7158705 1,0583144 
MSH2 ex 9 1782 1105 1,3644639 1,4588 1,2786 1,4352 1,4942 1,621 1,2473 1,0946 1,0696213 1,5812854 
MLH1 ex 10 1412 1310 0,9119689 0,975 0,8546 0,9592 0,9987 1,083 0,8336 0,7316 0,7149045 1,0568862 
MSH2 ex 10 2733 1855 1,2465576 1,3327 1,1681 1,3111 1,365 1,481 1,1395 1 0,9771929 1,4446431 
MLH1 ex 11 1581 1659,5 0,8060672 0,8618 0,7554 0,8478 0,8827 0,957 0,7368 0,6467 0,6318867 0,9341561 
MSH2 ex 11 2626 1621,5 1,370233 1,465 1,284 1,4412 1,5005 1,627 1,2525 1,0993 1,0741437 1,5879711 
MLH1 ex 12 1398 1374 0,860869 0,9204 0,8067 0,9055 0,9427 1,022 0,7869 0,6906 0,6748466 0,9976662 
MSH2 ex 12 2893 1876,5 1,3044172 1,3946 1,2224 1,372 1,4284 1,549 1,1924 1,0465 1,0225498 1,5116968 
MLH1 ex 13 1616 1663,5 0,8219307 0,8788 0,7702 0,8645 0,9001 0,976 0,7513 0,6594 0,6443223 0,9525404 
MSH2 ex 13 1649 996,5 1,400103 1,4969 1,312 1,4726 1,5332 1,663 1,2799 1,1232 1,0975592 1,6225877 
Control 5 1216 1222 0,8419359 0,9001 0,789 0,8856 0,922 1 0,7696 0,6754 0,6600046 0,9757245 
MLH1 ex 14 829 797,5 0,8795094 0,9403 0,8242 0,9251 0,9631 1,045 0,804 0,7056 0,689459 1,0192687 
MSH2 ex 14 1587 1012 1,3268232 1,4185 1,2434 1,3956 1,4529 1,576 1,2129 1,0644 1,0401142 1,5376633 
MLH1 ex 15 1390 1306,5 0,9001648 0,9624 0,8435 0,9468 0,9857 1,069 0,8229 0,7222 0,705651 1,0432064 
MSH2 ex 15 2269 1471 1,305084 1,3953 1,223 1,3727 1,4291 1,55 1,193 1,047 1,0230725 1,5124696 
MLH1 ex 16 1427 1303 0,9266083 0,9907 0,8683 0,9746 1,0147 1,101 0,847 0,7434 0,7263805 1,0738519 
MSH2 ex 16 2977 2086,5 1,207194 1,2906 1,1313 1,2697 1,3219 1,434 1,1035 0,9685 0,9463353 1,3990244 
MLH1 ex 17 1033 995 0,8784031 0,9391 0,8231 0,9239 0,9619 1,043 0,803 0,7047 0,6885918 1,0179866 
MLH1 ex 18 1096 1171,5 0,7915619 0,8463 0,7418 0,8326 0,8668 0,94 0,7236 0,635 0,6205158 0,9173458 
MLH1 ex 19 1346 1372 0,8300564 0,8874 0,7778 0,8731 0,909 0,986 0,7588 0,6659 0,6506921 0,9619573 
Control 6 1569 1213,5 1,0939559 1,1696 1,0251 1,1506 1,1979 1,299 1 0,8776 0,8575664 1,267792 
Control 7 2492 1691,5 1,2465011 1,3327 1,1681 1,3111 1,365 1,481 1,1394 1 0,9771487 1,4445776 
Control 8 2496 1655,5 1,2756515 1,3638 1,1954 1,3417 1,3969 1,515 1,1661 1,0234 1 1,4783601 
Control 9 668 655 0,8628828 0,9225 0,8086 0,9076 0,9449 1,025 0,7888 0,6922 0,6764252 1 
































Control 1 3654 2277,5 1,112646 1 0,9218 0,9046 0,9687 0,7601 0,9413 0,7183 0,8535 0,7428 
Control 2 4851 2787,25 1,021606 1,0848 1 0,9813 1,0509 0,8245 1,0211 0,7792 0,9258 0,8058 
MLH1 ex 1 3519 3103,75 0,639465 0,7067 0,6514 0,6393 0,6846 0,5371 0,6652 0,5076 0,6031 0,5249 
MSH2 ex 2A 5476 2718,75 1,031621 1,2554 1,1573 1,1357 1,2162 0,9542 1,1817 0,9018 1,0715 0,9326 
MLH1 ex 2 2821 2331,5 0,766541 0,7541 0,6952 0,6822 0,7306 0,5732 0,7099 0,5417 0,6436 0,5602 
MSH2 ex 2 3660 1768 1,234426 1,2903 1,1894 1,1672 1,25 0,9807 1,2145 0,9269 1,1012 0,9585 
MLH1 ex 3 2258 2259 0,680016 0,623 0,5743 0,5636 0,6035 0,4735 0,5864 0,4475 0,5317 0,4628 
MSH2 ex 3 5568 2752,75 1,363413 1,2607 1,1622 1,1405 1,2213 0,9583 1,1867 0,9056 1,076 0,9365 
MLH1 ex 4 2184 2206,75 0,632052 0,6169 0,5686 0,558 0,5976 0,4689 0,5806 0,4431 0,5265 0,4582 
MSH2 ex 4 4329 2019,75 1,144566 1,3359 1,2315 1,2085 1,2942 1,0154 1,2575 0,9596 1,1402 0,9924 
MSH2 ex 1B 5800 2703 1,18533 1,3374 1,2329 1,2099 1,2956 1,0166 1,2589 0,9607 1,1415 0,9935 
Control 3 3720 2097,5 0,568852 1,1054 1,019 1 1,0709 0,8402 1,0405 0,7941 0,9435 0,8212 
MLH1 ex 5 3515 2947 0,751840 0,7434 0,6853 0,6725 0,7202 0,5651 0,6998 0,534 0,6345 0,5522 
MSH2 ex 5 3532 2106,5 0,949448 1,0451 0,9634 0,9454 1,0124 0,7944 0,9837 0,7507 0,8919 0,7763 
MSH2 ex 1C 5307 3098,25 0,910032 1,0676 0,9842 0,9658 1,0343 0,8115 1,0049 0,7669 0,9112 0,7931 
MLH1 ex 6 3747 2700,5 0,790252 0,8648 0,7972 0,7823 0,8378 0,6573 0,814 0,6212 0,7381 0,6424 
MSH2 ex 6 4124 1990,25 1,062280 1,2915 1,1906 1,1683 1,2512 0,9817 1,2157 0,9277 1,1023 0,9594 
MLH1 ex 7 3023 2400,25 0,850865 0,785 0,7236 0,7101 0,7605 0,5967 0,7389 0,5639 0,67 0,5831 
MSH2 ex 7 3873 1964,5 1,066590 1,2288 1,1328 1,1116 1,1904 0,934 1,1566 0,8827 1,0488 0,9128 
MLH1 ex 8 2106 1909,75 0,65459 0,6873 0,6336 0,6218 0,6659 0,5224 0,647 0,4937 0,5866 0,5106 
MSH2 ex 8 6020 2444,25 1,412108 1,5351 1,4151 1,3887 1,4871 1,1668 1,4449 1,1027 1,3102 1,1403 
MLH1 ex 9 2572 2181 1,068528 0,735 0,6776 0,6649 0,7121 0,5587 0,6919 0,528 0,6273 0,546 
Control 4 2967 1791,5 0,98243 1,0323 0,9516 0,9338 1 0,7846 0,9716 0,7415 0,881 0,7668 
MSH2 ex 9 2468 1494,75 1,321421 1,0291 0,9487 0,931 0,997 0,7822 0,9687 0,7393 0,8783 0,7645 
MLH1 ex 10 1966 1590,25 0,769198 0,7706 0,7103 0,6971 0,7465 0,5857 0,7253 0,5535 0,6577 0,5724 
MSH2 ex 10 4899 1935,25 1,261475 1,5778 1,4545 1,4273 1,5285 1,1993 1,4852 1,1334 1,3466 1,1721 
MLH1 ex 11 2678 2044,75 0,896768 0,8163 0,7525 0,7385 0,7908 0,6205 0,7684 0,5864 0,6967 0,6064 
MSH2 ex 11 3844 2129,75 0,94782 1,125 1,037 1,0177 1,0898 0,8551 1,0589 0,8081 0,9601 0,8357 
MLH1 ex 12 2507 1845,75 0,921075 0,8466 0,7804 0,7658 0,8201 0,6435 0,7969 0,6081 0,7225 0,6289 
MSH2 ex 12 3943 1957,75 0,986758 1,2553 1,1572 1,1356 1,2161 0,9542 1,1816 0,9018 1,0714 0,9325 
MLH1 ex 13 2999 2157,5 0,96773 0,8664 0,7987 0,7838 0,8393 0,6585 0,8155 0,6224 0,7394 0,6436 
MSH2 ex 13 2322 1190 1,011353 1,2162 1,1211 1,1002 1,1782 0,9244 1,1448 0,8736 1,038 0,9034 
Control 5 3944 1868,5 1,172707 1,3156 1,2128 1,1902 1,2745 1 1,2384 0,9451 1,1229 0,9773 
MLH1 ex 14 1573 1206,5 0,84821 0,8126 0,7491 0,7351 0,7872 0,6177 0,7649 0,5837 0,6936 0,6037 
MSH2 ex 14 3416 1442,75 1,28668 1,4758 1,3604 1,335 1,4296 1,1217 1,3891 1,0601 1,2595 1,0963 
MLH1 ex 15 1557 1445,25 0,610793 0,6715 0,619 0,6074 0,6505 0,5104 0,632 0,4824 0,5731 0,4988 
MSH2 ex 15 4239 1984,75 1,200244 1,3312 1,2272 1,2042 1,2896 1,0118 1,253 0,9563 1,1362 0,9889 
MLH1 ex 16 2742 2064 0,966603 0,828 0,7633 0,7491 0,8022 0,6294 0,7794 0,5948 0,7067 0,6151 
MSH2 ex 16 6193 2403,5 1,220038 1,606 1,4805 1,4528 1,5558 1,2207 1,5117 1,1537 1,3707 1,193 
MLH1 ex 17 1885 1383,5 0,894451 0,8492 0,7828 0,7682 0,8227 0,6455 0,7993 0,61 0,7248 0,6308 
MLH1 ex 18 2124 1726,75 0,792778 0,7667 0,7068 0,6936 0,7427 0,5827 0,7216 0,5507 0,6543 0,5695 
MLH1 ex 19 1830 1692,25 0,776186 0,674 0,6213 0,6097 0,653 0,5123 0,6344 0,4842 0,5753 0,5007 
Control 6 2241 1314,75 0,928270 1,0624 0,9794 0,9611 1,0292 0,8075 1 0,7632 0,9067 0,7892 
Control 7 4587 2053,75 1,219857 1,3921 1,2833 1,2593 1,3486 1,0581 1,3103 1 1,1881 1,0341 
Control 8 4701 2500,75 1,118929 1,1717 1,0801 1,0599 1,1351 0,8906 1,1029 0,8417 1 0,8704 
Control 9 2257 1045 1,200093 1,3462 1,241 1,2178 1,3041 1,0232 1,2671 0,967 1,1489 1 
 
 
Tabla 61, Normalización de los valores de MLPA de la muestra de sangre periférica 17. 



























 control 8 
Cor. 
control 9 
Control 1 2496 2277,5 1,032329 1 0,9873 1,0492 1,021 1,137 0,9644 0,9453 1,0461 1,1407 
Control 2 3094 2787,25 1,045626 1,0129 1 1,0627 1,0341 1,1517 0,9769 0,9575 1,0595 1,1554 
MLH1 ex 1 2832 3103,75 0,859486 0,8326 0,822 0,8735 0,85 0,9466 0,803 0,787 0,8709 0,9497 
MSH2 ex 2A 2747 2718,75 0,951747 0,9219 0,9102 0,9673 0,9413 1,0483 0,8892 0,8715 0,9644 1,0517 
MLH1 ex 2 2617 2331,5 1,057305 1,0242 1,0112 1,0746 1,0457 1,1645 0,9878 0,9682 1,0714 1,1683 
MSH2 ex 2 2026 1768 1,079417 1,0456 1,0323 1,097 1,0676 1,1889 1,0084 0,9884 1,0938 1,1927 
MLH1 ex 3 2529 2259 1,054544 1,0215 1,0085 1,0717 1,043 1,1615 0,9852 0,9657 1,0686 1,1652 
MSH2 ex 3 2824 2752,75 0,966340 0,9361 0,9242 0,9821 0,9557 1,0643 0,9028 0,8849 0,9792 1,0678 
MLH1 ex 4 2334 2206,75 0,996276 0,9651 0,9528 1,0125 0,9853 1,0973 0,9308 0,9123 1,0095 1,1009 
MSH2 ex 4 2320 2019,75 1,081988 1,0481 1,0348 1,0996 1,0701 1,1917 1,0108 0,9908 1,0964 1,1956 
MSH2 ex 1B 2908 2703 1,01339 0,9817 0,9692 1,0299 1,0023 1,1162 0,9468 0,928 1,0269 1,1198 
Control 3 2191 2097,5 0,983949 0,9531 0,941 1 0,9731 1,0837 0,9192 0,901 0,997 1,0872 
MLH1 ex 5 2860 2947 0,914151 0,8855 0,8743 0,9291 0,9041 1,0069 0,854 0,8371 0,9263 1,0101 
MSH2 ex 5 2155 2106,5 0,963647 0,9335 0,9216 0,9794 0,9531 1,0614 0,9003 0,8824 0,9765 1,0648 
MSH2 ex 1C 3054 3098,25 0,928506 0,8994 0,888 0,9437 0,9183 1,0227 0,8675 0,8502 0,9409 1,026 
MLH1 ex 6 2660 2700,5 0,927832 0,8988 0,8873 0,943 0,9176 1,0219 0,8668 0,8496 0,9402 1,0252 
MSH2 ex 6 2336 1990,25 1,105598 1,071 1,0574 1,1236 1,0935 1,2177 1,0329 1,0124 1,1203 1,2217 
MLH1 ex 7 2315 2400,25 0,908504 0,8801 0,8689 0,9233 0,8985 1,0006 0,8488 0,8319 0,9206 1,0039 
MSH2 ex 7 2051 1964,5 0,98343 0,9526 0,9405 0,9995 0,9726 1,0832 0,9188 0,9005 0,9965 1,0867 
MLH1 ex 8 2367 1909,75 1,167492 1,1309 1,1165 1,1865 1,1547 1,2859 1,0907 1,0691 1,183 1,29 
MSH2 ex 8 2469 2444,25 0,951497 0,9217 0,91 0,967 0,9411 1,048 0,8889 0,8713 0,9641 1,0514 
MLH1 ex 9 2267 2181 0,979102 0,9484 0,9364 0,9951 0,9684 1,0784 0,9147 0,8966 0,9921 1,0819 
Control 4 1923 1791,5 1,011101 0,9794 0,967 1,0276 1 1,1136 0,9446 0,9259 1,0245 1,1172 
MSH2 ex 9 1642 1494,75 1,034753 1,0023 0,9896 1,0516 1,0234 1,1397 0,9667 0,9475 1,0485 1,1434 
MLH1 ex 10 1788 1590,25 1,059093 1,0259 1,0129 1,0764 1,0475 1,1665 0,9895 0,9698 1,0732 1,1703 
MSH2 ex 10 2385 1935,25 1,160870 1,1245 1,1102 1,1798 1,1481 1,2786 1,0845 1,063 1,1763 1,2827 
MLH1 ex 11 2296 2044,75 1,057703 1,0246 1,0115 1,075 1,0461 1,165 0,9882 0,9685 1,0718 1,1687 
MSH2 ex 11 2099 2129,75 0,928359 0,8993 0,8878 0,9435 0,9182 1,0225 0,8673 0,8501 0,9407 1,0258 
MLH1 ex 12 1839 1845,75 0,93851 0,9091 0,8976 0,9538 0,9282 1,0337 0,8768 0,8594 0,951 1,037 
MSH2 ex 12 2534 1957,75 1,219218 1,181 1,166 1,2391 1,2058 1,3429 1,139 1,1164 1,2354 1,3472 
MLH1 ex 13 1991 2157,5 0,869266 0,842 0,8313 0,8834 0,8597 0,9574 0,8121 0,796 0,8808 0,9605 
MSH2 ex 13 1509 1190 1,194468 1,1571 1,1423 1,214 1,1814 1,3156 1,1159 1,0938 1,2104 1,3199 
Control 5 1801 1868,5 0,907931 0,8795 0,8683 0,9227 0,898 1 0,8482 0,8314 0,92 1,0032 
MLH1 ex 14 1299 1206,5 1,014177 0,9824 0,9699 1,0307 1,003 1,117 0,9475 0,9287 1,0277 1,1206 
MSH2 ex 14 1618 1442,75 1,056379 1,0233 1,0103 1,0736 1,0448 1,1635 0,9869 0,9673 1,0704 1,1673 
MLH1 ex 15 1846 1445,25 1,203153 1,1655 1,1507 1,2228 1,1899 1,3252 1,124 1,1017 1,2192 1,3294 
MSH2 ex 15 2360 1984,75 1,120052 1,085 1,0712 1,1383 1,1078 1,2336 1,0464 1,0256 1,1349 1,2376 
MLH1 ex 16 2053 2064 0,936939 0,9076 0,8961 0,9522 0,9267 1,0319 0,8753 0,858 0,9494 1,0353 
MSH2 ex 16 2646 2403,5 1,036998 1,0045 0,9917 1,0539 1,0256 1,1422 0,9688 0,9496 1,0508 1,1459 
MLH1 ex 17 1456 1383,5 0,991321 0,9603 0,9481 1,0075 0,9804 1,0918 0,9261 0,9078 1,0045 1,0954 
MLH1 ex 18 1562 1726,75 0,85208 0,8254 0,8149 0,866 0,8427 0,9385 0,7961 0,7803 0,8634 0,9415 
MLH1 ex 19 1916 1692,25 1,066506 1,0331 1,02 1,0839 1,0548 1,1747 0,9964 0,9766 1,0807 1,1785 
Control 6 1494 1314,75 1,070384 1,0369 1,0237 1,0878 1,0586 1,1789 1 0,9802 1,0846 1,1827 
Control 7 2381 2053,75 1,092054 1,0579 1,0444 1,1099 1,0801 1,2028 1,0202 1 1,1066 1,2067 
Control 8 2620 2500,75 0,986877 0,956 0,9438 1,003 0,976 1,087 0,922 0,9037 1 1,0905 
Control 9 1004 1045 0,905002 0,8767 0,8655 0,9198 0,8951 0,9968 0,8455 0,8287 0,917 1 
 































Control 1 1438 2033,5 0,9480147 1 1,2119 0,9178 0,9506 0,916 1,0862 0,8104 0,8416214 0,7972231 
Control 2 1654 2834,5 0,7822749 0,8252 1 0,7574 0,7844 0,756 0,8963 0,6687 0,6944822 0,657846 
MLH1 ex 1 1566 2155 0,9741926 1,0276 1,2453 0,9432 0,9768 0,942 1,1162 0,8328 0,8648614 0,8192372 
MSH2 ex 2A 1838 2118 1,1633755 1,2272 1,4872 1,1263 1,1665 1,125 1,333 0,9945 1,0328128 0,9783285 
MLH1 ex 2 1433 1918 1,0016083 1,0565 1,2804 0,9697 1,0043 0,968 1,1477 0,8562 0,8892004 0,8422922 
MSH2 ex 2 929 1354 0,9198084 0,9702 1,1758 0,8905 0,9223 0,889 1,0539 0,7863 0,8165807 0,7735034 
MLH1 ex 3 1574 1831,5 1,1521212 1,2153 1,4728 1,1154 1,1552 1,114 1,3201 0,9849 1,0228215 0,9688643 
MSH2 ex 3 1617 2273 0,9536981 1,006 1,2191 0,9233 0,9563 0,922 1,0928 0,8153 0,846667 0,8020026 
MLH1 ex 4 1348 1721,5 1,0497435 1,1073 1,3419 1,0163 1,0526 1,015 1,2028 0,8974 0,9319335 0,8827709 
MSH2 ex 4 1618 2152,5 1,0077103 1,063 1,2882 0,9756 1,0104 0,974 1,1546 0,8614 0,8946175 0,8474235 
MSH2 ex 1B 1706 2164,5 1,0566272 1,1146 1,3507 1,023 1,0595 1,021 1,2107 0,9032 0,9380446 0,8885597 
Control 3 1252 1625 1,0328834 1,0895 1,3204 1 1,0357 0,998 1,1835 0,883 0,9169655 0,8685926 
MLH1 ex 5 1800 2395 1,0075517 1,0628 1,288 0,9755 1,0103 0,974 1,1545 0,8613 0,8944767 0,8472901 
MSH2 ex 5 1193 1645 0,9722431 1,0256 1,2428 0,9413 0,9749 0,94 1,114 0,8311 0,8631308 0,8175978 
MSH2 ex 1C 1938 2460,5 1,0559193 1,1138 1,3498 1,0223 1,0588 1,021 1,2099 0,9026 0,9374162 0,8879644 
MLH1 ex 6 1703 2163 1,0555006 1,1134 1,3493 1,0219 1,0583 1,02 1,2094 0,9023 0,9370444 0,8876123 
MSH2 ex 6 1450 1902,5 1,0217477 1,0778 1,3061 0,9892 1,0245 0,988 1,1707 0,8734 0,9070796 0,8592282 
MLH1 ex 7 1520 2007 1,0153051 1,071 1,2979 0,983 1,018 0,981 1,1633 0,8679 0,90136 0,8538103 
MSH2 ex 7 1003 1490,5 0,9021304 0,9516 1,1532 0,8734 0,9046 0,872 1,0337 0,7712 0,8008866 0,7586372 
MLH1 ex 8 1314 1742,5 1,0109343 1,0664 1,2923 0,9787 1,0137 0,977 1,1583 0,8642 0,8974797 0,8501347 
MSH2 ex 8 2059 2033,5 1,3574146 1,4318 1,7352 1,3142 1,3611 1,312 1,5553 1,1604 1,2050754 1,1415037 
MLH1 ex 9 1221 1694,5 0,965994 1,019 1,2349 0,9352 0,9686 0,934 1,1068 0,8258 0,857583 0,8123427 
Control 4 1027 1380,5 0,9973197 1,052 1,2749 0,9656 1 0,964 1,1427 0,8525 0,885393 0,8386856 
MSH2 ex 9 1354 1105 1,6426942 1,7328 2,0999 1,5904 1,6471 1,588 1,8822 1,4042 1,4583388 1,3814067 
MLH1 ex 10 1015 1310 1,0387119 1,0957 1,3278 1,0056 1,0415 1,004 1,1902 0,8879 0,9221399 0,873494 
MSH2 ex 10 2112 1855 1,5263367 1,61 1,9512 1,4777 1,5304 1,475 1,7489 1,3048 1,3550398 1,283557 
MLH1 ex 11 1331 1659,5 1,0752294 1,1342 1,3745 1,041 1,0781 1,039 1,232 0,9192 0,9545592 0,904203 
MSH2 ex 11 1423 1621,5 1,1764901 1,241 1,5039 1,139 1,1797 1,137 1,348 1,0057 1,0444556 0,9893572 
MLH1 ex 12 1009 1374 0,9844752 1,0385 1,2585 0,9531 0,9871 0,952 1,128 0,8416 0,8739901 0,8278842 
MSH2 ex 12 1475 1876,5 1,0537651 1,1115 1,3471 1,0202 1,0566 1,019 1,2074 0,9008 0,9355037 0,8861528 
MLH1 ex 13 1242 1663,5 1,0009195 1,0558 1,2795 0,9691 1,0036 0,968 1,1469 0,8556 0,8885888 0,8417129 
MSH2 ex 13 756 996,5 1,0170559 1,0728 1,3001 0,9847 1,0198 0,983 1,1654 0,8694 0,9029143 0,8552826 
Control 5 943 1222 1,0345246 1,0913 1,3225 1,0016 1,0373 1 1,1854 0,8844 0,9184226 0,8699728 
MLH1 ex 14 631 797,5 1,0607157 1,1189 1,3559 1,0269 1,0636 1,025 1,2154 0,9067 0,9416743 0,8919979 
MSH2 ex 14 799 1012 1,0584409 1,1165 1,353 1,0247 1,0613 1,023 1,2128 0,9048 0,9396548 0,8900849 
MLH1 ex 15 1092 1306,5 1,1205044 1,1819 1,4324 1,0848 1,1235 1,083 1,2839 0,9579 0,994753 0,9422766 
MSH2 ex 15 1053 1471 0,959657 1,0123 1,2268 0,9291 0,9622 0,928 1,0996 0,8204 0,8519572 0,8070136 
MLH1 ex 16 1002 1303 1,0309169 1,0874 1,3178 0,9981 1,0337 0,997 1,1812 0,8813 0,9152197 0,8669389 
MSH2 ex 16 1631 2086,5 1,0479388 1,1054 1,3396 1,0146 1,0508 1,013 1,2007 0,8958 0,9303313 0,8812533 
MLH1 ex 17 677 995 0,9121493 0,9622 1,166 0,8831 0,9146 0,882 1,0451 0,7797 0,8097811 0,7670625 
MLH1 ex 18 795 1171,5 0,9097565 0,9596 1,163 0,8808 0,9122 0,879 1,0424 0,7777 0,8076569 0,7650503 
MLH1 ex 19 1003 1372 0,9800476 1,0338 1,2528 0,9488 0,9827 0,947 1,1229 0,8378 0,8700593 0,8241609 
Control 6 790 1213,5 0,8727456 0,9206 1,1157 0,845 0,8751 0,844 1 0,7461 0,7747996 0,7339263 
Control 7 1476 1691,5 1,1698083 1,234 1,4954 1,1326 1,173 1,131 1,3404 1 1,0385237 0,9837382 
Control 8 1391 1655,5 1,1264146 1,1882 1,4399 1,0906 1,1294 1,089 1,2907 0,9629 1 0,9472467 
Control 9 581 655 1,189146 1,2544 1,5201 1,1513 1,1923 1,149 1,3625 1,0165 1,0556912 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
